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kromatografijo ter jih biokemijsko (SDS-PAGE, test encimske aktivnosti, test vezave na 
modelne lipidne vezikle) in biofizikalno (cirkularni dihroizem) okarakterizirali. Ugotovili 
smo, da izbrane mutacije v splošnem ne vplivajo na stabilnost PC - PLC, vplivajo pa na 
encimsko aktivnost in vezavo proteina na lipidne membrane. Ugotovili smo tudi, da dodatek 
cinkovih ionov opazno poveča encimsko aktivnost in vezavo PC - PLC na lipidne membrane. 
Poleg tega smo z optimizacijo kristalizacije PC - PLC vzpostavili temelj za določanje 
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where it replicates and spreads into neighbouring cells. PC - PLC activity depends on three 
zinc atoms in the active site. The activity optimum is in acidic pH (56) and the highest 
affinity is towards phosphatidylcholine phospholipids. The aim of this master thesis was to 
study, how mutations in PC - PLC gene sequence effect PC - PLC enzymatic activity and 
binding on model lipid membranes in presence of zinc ions. In bacterial expression system 
seven mutated phospholipases PC - PLC genes were successfully expressed and mutant 
proteins synthesized. Mutant phospholipases had substitutions or deletions in tryptophan 
residue at the active site of protein (W1A, W1E, W1F, W1K, ΔWS) and two cysteine mutant 
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results showed that mutations had in general no effect on the stability of PC - PLC, but they 
effected enzymatic activity and binding of protein on lipid membranes. It was shown that 
addition of zinc ions increased enzymatic activity and binding of PC - PLC on lipid 
membranes. With optimization of PC - PLC crystallography we established the basis for 
future determination of phospholipase's three-dimensional structure. 
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ActA protein, ki sproži polimerizacijo aktina 
AmSO4 (NH4)2SO4, amonijev sulfat  
Arp2/3  protein, ki je vključen v polimerizaciji aktina (ang. »actin-related 
proteins«) 
ATP  adenozin trifosfat 
B. cereus  Bacillus cereus 
Bis-Tris bis-(2-hidroksietil)-amino-tris(hidroksimetil)-metan 
CBD  vezavna domena za hitin (ang. »chitin-binding domain«) 
CD  cirkularni dikroizem (ang. »circular dichroism«) 
CDC  od holesterola odvisni citolizini (ang. »cholesterol-dependent 
cytolysins«) 
DAG  diacilglicerol 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. »deoxyribonucleic acid«) 
dNTP  deoksiribonukleozid trifostat (ang. »deoxyribonucleoside 
triphosphate«) 
DTT  ditiotreitol 
E. coli  Esherichia coli 
FPLC  tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. »fast 
protein liquid chromatography«) 
HCl klorovodikova kislina 
HindIII  restrikcijska endonukleaza HindIII 
hly  gen za listeriolizin O (LLO) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. »high-
performance liquid chromatography«) 
InlA  internalin A 
InlB  internalin B 
InlC  internalin C 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktozid 
K2HPO4  kalijev hidrofosfat 
kDA kilodalton 
L. monocytogenes  Listeria monocytogenes 
LB gojišče Luria-Bertani  
LIPI-1  otok patogenosti LIPI-1 (ang. »Listeria pathogenicity island-1«) 
LIPI-3 otok patogenosti LIPI-3 (ang. »Listeria pathogenicity island-3«) 
LIPI-4 otok patogenosti LIPI-4 (ang. »Listeria pathogenicity island-4«) 
LLO  listeriolizin O 
MCS  poliklonsko mesto (ang. »multiple cloning site«) 
MES  2-morfolinoetansulfonska kislina 
MgSO4  magnezijev sulfat 
MLV  multilamelarni vezikli 
Mpl  metaloproteaza, ki odcepi propeptid PC - PLC 
mpl  gen za metaloproteazo 
MQ  ultračista voda (ang. »Milli-Q) 
OD optična gostota (ang. »optical density«) 
PC  fosfatidilholin 
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PC - PLC  širokospecifična fosfolipaza C (ang. phosphatidylcholine-specific 
phospholipase C«) 
PC - PLCBC  širokospecifična fosfolipaza C iz B. Cereus 
PC - PLCLM  širokospecifična fosfolipaza C iz L. monocytogenes 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PE  fosfoetanolamin 
PEG polietilen glikol 
PG  fosfatidilglicerol 
pH negativni desetiški logaritem koncentracije ionov H3O + 
PI  fosfatidilinozitol 
PI - PLC  fosfatidilinozitol specifična fosfolipaza C (ang. 
»phosphatidylinositol-specific phospholipase C«) 
PLC  fosfolipaza C 
plcA  gen za PI - PLC 
plcB  gen za PC - PLC 
POPC  1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilholin 
PrfA  pozitivni transkripcijski regulator A 
PS  fosfatidilserin 
psi funt na kvadratni palec (ang. »pound per square inch of pressure«) 
PstI  restrikcijska endonukleaza PstI 
RBS  vezavno mesto za ribosome 
rcf  relativna centrifugalna sila (ang. »relative centrifugal force«) 
SapI  restrikcijska endonukleaza SapI 
SDS  natrijev dodecil sulfat 
SDS-PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS 
SM  sfingomielin 
Tris  hidroksimetil aminometan 
UPR odziv na nezvite proteine (ang. »unfolded protein response«) 
UV ultravijoličen 
ε  ekstinkcijski koeficient 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Listeria monocytogenes je splošno razširjena po Gramu pozitivna bakterija, ki spada med 
fakultativne anaerobe (Jeyaletchumi in sod., 2010). Nahaja se v raznolikih okoljih, npr. v 
prsti, vodi, hrani in na rastlinah (Buchholz in Mascola, 2001). Je pogost povzročitelj okužb 
ljudi in živali, ki z bakterijo pridejo v stik s kontaminirano surovo ali predelano hrano. 
Okužba s to bakterijo lahko povzroči izbruh listerioze, smrtno nevarne bolezni, ki je posebej 
nevarna za ogrožene skupine, kot so otroci, nosečnice, starostniki in ljudje z oslabljenim 
imunskim sistemom (Hamon in sod., 2006). Pri teh ranljivejših skupinah ljudi lahko okužba 
napreduje v hudo sistemsko obolenje, razvije se lahko bakteriemija, okužba centralnega 
živčnega sistema (cerebritis, možganski absces, meningis in meningoencefalitis) in srca 
(endokarditis). Pojavijo se tudi zapleti v nosečnosti, smrt ploda ter nastanek jetrnih abscesov 
(Buchholz in Mascola, 2001).  
Ključno vlogo v patogenezi bakterije imajo trije virulentni dejavniki: porotvorni toksin 
listeriolizin O (LLO), ki spada v skupino od holesterola odvisnih citolizinov (CDC) in 
fosfolipazi tipa C: fosfatidilinozitol specifična fosfolipaza (PI - PLC) ter širokospecifična 
fosfolipaza C (PC - PLC). Medsebojno delovanje teh virulentnih dejavnikov omogoča 
preživetje bakterije znotraj gostiteljske celice, saj ji omogočajo pobeg iz kislega okolja 
fagosoma v njeno replikativno nišo, citosol, kjer se Listeria monocytogenes razmnožuje in 
nato širi v sosednje celice (Gedde in sod., 2000). 
1.2 NAMEN DELA 
Namen dela je preučevanje vpliva mutacij v genskem zapisu za protein PC - PLC na njegovo 
zgradbo, aktivnost in vezavo na lipidne vezikle. Cilji naloge so bili pripraviti genetske 
konstrukte za mutantne proteine PC - PLC z mutacijami v aktivnem mestu proteina in 
cisteinske mutantne proteine z uporabo bakterijskega ekspresijskega sistema (Escherichia 
coli), pridobiti mutantne proteine in jih očistiti z različnimi kromatografskimi postopki. V 
nadaljevanju smo izolirane in očiščene proteine biokemijsko (SDS-PAGE, encimska 
aktivnost, osnovni testi vezave na modelne lipidne membrane) in biofizikalno (cirkularni 
dihroizem) okarakterizirali. S substitucijo cisteinov v serinske in lizinske ostanke smo 
poskusili zmanjšati pojav oligomerizacije PC - PLC, ki bi bil morda posledica tvorbe 
disulfidnih mostičkov med molekulami PC - PLC ter cisteinske mutantne proteine uporabiti 
pri kristalizacijskih eksperimentih. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
V nalogi smo si zastavili naslednje delovne hipoteze: 
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1) Izbrane mutacije v bližini kodona prvega triptofana na N-koncu, ki je v aktivnem mestu, 
vplivajo na encimsko aktivnost PC - PLC. 
2) Izbrane mutacije cisteinskih ostankov ne povzročajo sprememb v sekundarni strukturi in 
termični stabilnosti PC - PLC. 
3) Izbrane mutacije cisteinskih ostankov ne vplivajo na encimsko aktivnost PC - PLC. 
4) Izbrane mutacije ne vplivajo na vezavo PC - PLC na lipidne membrane. 
5) Prisotnost cinkovih ionov poveča encimsko aktivnost in vezavo PC - PLC na 
multilamelarne vezikle (MLV). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 Listeria monocytogenes 
Listeria monocytogenes je po Gramu pozitivna, fakultativno anaerobna, paličasta in 
nesporogena bakterija (Jeyaletchumi in sod., 2010). Odkrita je bila že leta 1926 ob nenadnem 
poginu laboratorijskih morskih prašičkov in zajcev (Murray in sod., 1926). Takrat je bila 
opisana kot Bacterium monocytogenes, leta 1940 pa so jo umestili v rod Listeria (Pirie, 
1940).  
 
Bakterija L. monocytogenes je splošno razširjen patogen, ki ga najdemo v raznolikih okoljih, 
v prsti, vodi, hrani, silaži, rastlinah in živalih (govedo, prašiči, kokoši, morska hrana) 
(Hamon in sod., 2006). Preživi lahko zunaj organizma, in sicer v širokem območju pH 
(4,49,6) (Chan in Wiedmann, 2009). Raste pri razponu temperatur od 0,4 (Junttila in sod., 
1988) do 45 °C (Wilkins in sod., 1972) ter visoki slanosti (do 10 % NaCl) (McClure in sod., 
1989). Zaradi te robustnosti jo je težko izključiti iz celotne verige proizvodnje hrane in 
omogočiti kontrolirano pridelavo hrane (Bucur in sod., 2018). V letu 2018 se je v Evropi 
pojavil izbruh listerioze zaradi uživanja zmrznjene zelenjave, ki naj bi vsebovala bakterijo 
(Multi-country outbreak of Listeria monocytogenes, 2018). 
 
Zaužitje okužene hrane lahko povzroči izbruh listerioze pri živalih (npr. pri prežvekovalcih, 
ptičih) in ljudeh. Bolezen se večinoma pojavi pri otrocih, starejših ljudeh, ljudeh z 
oslabljenim imunskim sistemom, pri nosečnicah in novorojenčkih (Hamon in sod., 2006).  
 
Ta patogena bakterija lahko prehaja tri bariere gostitelja. Ob vstopu z okuženo hrano preide 
črevesno bariero in stopi v stik z notranjimi organi. Preide tudi krvno-možgansko bariero in 
placentarno bariero. Zmožnost prehajanja teh barier se kaže v raznolikih kliničnih 
manifestacijah kot so gastroenteritis, meningitis, meningoencefalitis, sepsa, okužbe in 
zapleti v nosečnosti z 2030 % smrtnostjo (Hamon in sod., 2006). Pri nosečnicah sistemska 
okužba povzroča smrt ploda v kar 2050 % primerov (Lamont in sod., 2011). 
 
Čeprav je listerioza redka bolezen, s pojavljanjem na 0,110 primerov na milijon ljudi, je 
zaradi visoke verjetnosti zapletov in smrtnosti še vedno pereč problem (Listeriosis, 2018). 
V letu 2010 je bilo na svetu nekaj več kot 23 000 obolelih (Radoshevich in Cossart, 2018). 
Leta 2016 pa je bilo v državah EU/EEA potrjenih 2555 okužb s tem patogenom (Listeriosis, 
Annual Epidemiological Report, 2018).  
2.2 CELIČNI CIKEL L. monocytogenes 
Bakterijo L. monocytogenes uvrščamo med fakultativne znotrajcelične patogene. Njen 
celični cikel se začne z vstopom v makrofage oz. neprofesionalne fagocite, npr. enterocite, 
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hepatocite, fibroblaste, kjer se v citosolu razmnožuje in širi v okoliška tkiva ali naprej po 
krvi (Portnoy in sod., 2002). Na sliki 1 so prikazane faze celičnega cikla in glavni virulentni 
dejavniki. 
 
 
 
Slika 1: Faze celičnega cikla in glavni virulentni dejavniki L. monocytogenes. InlA  internalin A, InlB  
internalin B, InlC  internalin C, LLO  listeriolizin O, PlcA  PI - PLC, PlcB  PC - PLC, ActA  protein, ki 
sproži polimerizacijo aktina gostiteljske celice, ER  endoplazemski retikulum. Prirejeno po Radoshevich in 
Cossart, 2018. 
2.2.1 Regulacija virulence L. monocytogenes 
Glavni virulentni dejavniki, ki sodelujejo pri prehodu bakterije v celico in njenem širjenju, so 
internalin A in B (InlA in InlB), listeriolizin O (LLO), fosfatidilinozitol-specifična 
fosfolipaza C (PlcA oz. PI - PLC), širokospecifična fosfolipaza C (PlcB oz. PC - PLC) in 
protein, ki sproži polimerizacijo aktina gostiteljske celice (ActA). Geni za virulentne 
dejavnike L. monocytogenes se na bakterijskem kromosomu nahajajo na otoku patogenosti 
LIPI-1 (ang. Listeria Pathogenicity island-1) (Slika 2). Na tem delu genoma se nahaja šest 
genov, in sicer prfA, plcA, hly, mpl, actA in plcB (Vázquez-Boland, 2001). Poleg naštetih 
virulentnih dejavnikov ima bakterija tudi druge, ki se nahajajo na otoku patogenosti LIPI-3 
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in otoku patogenosti LIPI-4 (Maury in sod., 2016). V preglednici 1 so prikazani produkti 
posameznih genov otoka patogenosti LIPI-1.  
  
 
Slika 2: Zgradba otoka patogenosti LIPI-1. Virulentni lokus sestavljajo tri transkripcijske enote: operon plcA-
prfA, operon hly in operon mpl-actA-plcB (Vázquez-Boland, 2001). Prirejeno po Vázquez-Boland in sod., 
2001. 
 
Preglednica 1: Geni otoka patogenosti LIPI-1 in njihovi produkti. 
Gen Protein  
prfA PrfA transkripcijski aktivator, ki deluje na LIPI-1 
plcA PlcA fosfoinozitol-specifična fosfolipaza C 
hly Hly listeriolizin O 
mpl Mpl cinkova metaloproteinaza, pomembna pri zorenju pro-PlcB 
actA ActA protein na povšini, ki je pomemben pri gibanju s pomočjo aktinskih 
filamentov 
plcB PlcB širokospecifična fosfolipaza C 
 
Poleg otoka patogenosti LIPI-1 je pomemben tudi lokus inlA-inlB, kjer se nahajata gena 
internalinov A in B. To sta proteina na površini bakterije, ki se vežeta na receptorje gostitelja 
in tako omogočita vstop bakterije v nefagocitirajoče celice (Cossart, 2011). Regulacija genov 
na LIPI-1 in lokusu inlA-inlB poteka s transkripcijskim aktivatorjem PrfA. Mutante brez 
gena za ekspresijo PrfA se v gostiteljski celici ne morejo razmnoževati in so manj virulentne 
(Freitag in sod., 1993). Pomembna signala za aktivacijo transkripcije tega transkripcijskega 
faktorja sta temperatura (37 °C) in kontakt z gostiteljsko celico (Renzoni in sod., 1999). 
Zunaj gostitelja so geni, ki jih nadzoruje PrfA, utišani. Termoregulacija poteka prek tvorbe 
sekundarne strukture neprevedene mRNA gena prfA. Zaradi tvorbe lasnic v strukturi sta 
vezava na ribosom in prevajanje mRNA onemogočena. Pri 37 °C se sekundarna struktura 
podre in omogoči prevajanje gena (Johansson in sod., 2002). Bakterija se po vstopu v 
gostiteljsko celico nahaja v vakuoli, kjer vsebuje oksidirano obliko glutationa, ki ne aktivira 
PrfA. Ko pobegne iz vakuole, vstopi v reducirajoče okolje (citosol), kjer nastane reducirana 
oblika glutationa. Ta se veže na neaktiven PrfA, kar povzroči njegovo aktivacijo in prepis 
od PrfA odvisnih genov. Bakterijski in gostiteljski glutation predstavljata signalni molekuli, 
ki sta ključni pri aktivaciji virulence L. monocytogenes (Reniere, 2015). 
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2.2.2 Adhezija in internalizacija 
Adhezijo L. monocytogenes na gostiteljsko celico omogoča več proteinov, ki se nahajajo na 
površini bakterije (Lap, Ami, DltA, Fb1A, InlJ, ActA …), in interagirajo z membranskimi 
proteini gostiteljske celice (Camejo in sod., 2011). 
 
Bakterija lahko vstopa v fagocitirajoče in nefagocitirajoče celice. V prve vstopa pasivno, v 
druge pa z endocitozo s pomočjo membranskih receptorjev. Internalini so proteini, ki 
prispevajo k njeni virulenci in se nahajajo v steni bakterije ali pa jih bakterija izloča (Bierne 
in sod., 2007). Z internalinoma A in B (InlA in InlB) se veže na receptorja E-kadherin in 
Met na membrani gostitelja (Mengaud in sod., 1996). Poleg naštetih obstajajo še drugi 
internalini, na primer InlC, ki poškoduje citoskelet (Rajabian in sod., 2009) in zmoti imunsko 
signaliziranje ter InlP, ki sodeluje pri širjenju v placento (Faralla in sod., 2016).  
 
Internalizacijo lahko sproži tudi listeriolizin O (LLO), porotvorni protein, ki s tvorbo pore v 
plazemski membrani poveča permeabilnost membrane za ione, tudi Ca2+ in K+. Tvorba por 
plazemske membrane ne razpara. Sledi aktivacija membranskega popravljalnega 
mehanizma in internalizacija, ki je odvisna od toka teh dveh ionov (Vadia in Seveau, 2014).  
2.2.3 Pobeg iz primarne vakuole (fagosoma) 
Po vstopu v gostiteljsko celico L. monocytogenes razgradi membrano primarne vakuole, ki 
ji rečemo tudi fagosom, in pobegne (Goldfine in Marquis, 2007). Pobeg iz primarne vakuole 
je ključnega pomena za preživetje bakterije, saj bi sicer v procesu endocitoze prišlo do 
njenega uničenja. V tem procesu bi se primarna vakuola z bakterijo sčasoma združila z 
lizosomom, kar bi privedlo do uničenja bakterije. Naloga LLO pa je preprečiti zorenje 
primarne vakuole in omogočiti pobeg bakterije (Henry in sod., 2006). Poleg LLO sta za 
pobeg pomembna encima: fosfoinozitol-specifična fosfolipaza C (PI - PLC) in 
širokospecifična fosfolipaza C (PC - PLC) (Gedde in sod., 2000). Mutante z mutacijami v 
obeh genih, plcA in plcB (gena za PI - PLC in PC - PLC), pogosteje ostanejo ujete v 
fagosomu kot mutante z mutacijami zgolj v enem izmed teh dveh genov, kar nakazuje na 
medsebojno sodelovanje teh dveh dejavnikov virulence in lajšanje pobega (Vasquez-Boland 
in sod., 1992).  
 
Ob znižanju pH pod 6 se LLO v primarni vakuoli aktivira, saj je njegov pH optimum za 
porotvorno aktivnost pri 5,5 (Goldfine in Marquis, 2007). Aktivnost LLO je pri pH 7,4 in 37 
°C močno zmanjšana, razlog pa je morda v preprečevanju prekomerne škode v citosolu 
gostiteljske celice. Večja aktivnost pri nevtralnem pH v citosolu bi lahko privedla do 
apoptoze in s tem do manjše rasti bakterije v gostiteljski celici. Pri teh pogojih LLO tvori 
agregate zaradi izpostavitve hidrofobnih ostankov, a do agregacije ne pride, če je LLO vezan 
na lipidni dvosloj. To pojasni njegovo aktivnost pri enakih pogojih na citoplazemski 
membrani gostiteljske celice pred vstopom L. monocytogenes vanjo, kjer je pH nevtralen in 
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temperatura 37 °C (Schuerch in sod., 2005). Pri internalizaciji bakterije naj bi imele vlogo 
sublitične koncentracije LLO (Vadia in sod., 2011). Pri regulaciji citotoksičnosti LLO je 
pomembna tudi njegova razgradnja v citosolu. Mutante brez prepoznavnega zaporedja za 
razgradnjo v proteosomu so bile manj virulentne. Povišana aktivnost LLO v citosolu namreč 
pomeni smrt gostiteljske celice in s tem tudi uničenje replikacijske niše bakterije (Decatur 
in Portony, 2000) 
 
Za patogenezo L. monocytogenes so ključne s kalcijem uravnane signalne poti. Njihova 
inhibicija namreč oteži internalizacijo in pobeg bakterije iz vakuole (Dramsi in Cossart, 
2003). Vdor kalcijevih ionov v citoplazmo aktivira gostiteljeve fosfolipaze C, fosfolipaze D 
in protein kinaze C (Wadsworth in Goldfine, 1999). Sprememba teh signalnih poti upočasni 
zorenje fagosoma in bakteriji omogoči pobeg iz njega (Goldfine in Marquis, 2007). 
2.2.4 Premikanje znotraj celice in širjenje med celicami 
Za uspešno preživetje bakterije znotraj celice je pomembno zaviranje obrambnih 
mehanizmov celice. Eden glavnih obrambnih mehanizmov celice pred bakterijami je 
inhibicija njihove rasti z membranskim encimom NADPH oksidazo, ki proizvaja reaktivne 
kisikove spojine (ROS) z antimikrobnim delovanjem. LLO bakterije L. monocytogenes z 
inhibicijo delovanja NADPH oksidaze na lokalnem nivoju blokira nastanek ROS (Lam in 
sod., 2011). NADPH oksidaza omejuje pobeg bakterije iz fagosoma v makrofagih (Myers in 
sod., 2003).  
 
Poleg tega deluje tudi na proces avtofagije, pri katerem nastanejo avtofagosomi (Vdovikova 
in sod., 2017). To so celični kompartmenti z dvojno membrano, ki obdajo bakterije in se 
zlijejo z lizosomi, kar privede do propada bakterije (Ohsumi, 2014). Evolucijska prilagoditev 
L. monocytogenes je inhibicija tvorbe avtofagosomov z delovanjem PI - PLC in PC - PLC, 
kar ji omogoča preživetje v citosolu (Tattoli in sod., 2014). Pri preprečevanju avtofagije pa 
naj bi imeli vlogo tudi bakterijski zunajcelični vezikli, ki vsebujejo LLO, vendar natančen 
mehanizem delovanja teh veziklov z LLO še ni znan (Vdovikova in sod., 2017). 
 
Za premikanje L. monocytogenes po citosolu in njeno širjenje med celicami je ključen njen 
intermembranski protein ActA. Ta z interakcijo z gostiteljskimi proteini (Arp 2/3, 
Ena/VASP, aktini) omogoči polimeriziracijo aktinskih filamentov in iz njih oblikuje t.i. 
»kometni rep«, ki ji omogoča gibanje po citosolu (Tilney in Portnoy, 1989). Poleg 
sodelovanja pri razširjanju L. monocytogenes znotraj celic in tkiv, ima ActA vlogo tudi zunaj 
gostitelja. V črevesju sodeluje pri agregaciji bakterij, nastanku biofilma in njegovi 
kolonizaciji (Travier in Lecuit, 2014). Sodeluje tudi pri izogibanju avtofagiji in pri pobegu 
iz vakuole (Pillich in sod., 2016). Pri širjenju v sosednje celice je ActA ključnega pomena, 
ob stiku bakterije s lateralno membrano pride do tvorbe izboklin, čemur sledi njen prehod v 
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sosednje neokužene celice. Po lateralnem prehodu je obdana z dvojno membrano znotraj 
sekundarne vakuole (Kuehl in sod., 2015).  
2.2.5 Pobeg iz sekundarne vakuole 
Po vstopu v sosednjo celico bakterija pobegne iz sekundarne vakuole, ki jo tvorita dve 
membrani. Notranja membrana je membrana primarne celice, iz katere je bakterija 
pobegnila, zunanja pa je plazemska membrana sekundarne celice, v katero vstopi. Na sliki 3 
je prikazan vstop L. monocytogenes v sosednjo celico (Alberti-Segui in sod., 2007).  
 
Ključni virulentni dejavniki, ki sinergistično delujejo pri pobegih iz sekundarne vakuole so  
zopet PC - PLC, PI - PLC in LLO (Vázquez-Boland in sod., 2001). Mutante, ki ne izražajo 
fosfolipaz ali LLO, ostanejo ujete v njih. Za uspešen pobeg je torej ključno njihovo 
medsebojno sodelovanje (Alberti-Segui in sod., 2007). 
 
 
Slika 3: Vstop L. monocytogenes iz primarne v sosednjo sekundarno celico. Po vstopu bakterija pobegne iz 
nastale sekundarne vakuole. Z uporabo virulentnih dejavnikov postopoma razgradi notranjo in zunanjo 
membrano sekundarne vakuole, vstopi v citosol in se začne razmnoževati ter polimerizirati aktin za gibanje 
(Alberti-Segui in sod., 2007). Prirejeno po: Kortebi in sod., 2017. 
 
Sčasoma pride znotraj sekundarne vakuole do postopnega zniževanja pH pod 6, bodisi zaradi 
zlivanja z endosomi (Alberti-Segui in sod., 2007) ali prek delovanja gostiteljskih proteinov 
(Singh in sod., 2008). Rahlo kisel pH aktivira delovanje PC - PLC (Marquis in Hager, 2000), 
ki nato skupaj s PI - PLC delujeta na notranjo membrano oz. na membrano primarne celice, 
nato pa nadaljni padec pH na 5,5 aktivira LLO. LLO in PC - PLC porušita stabilnost zunanje 
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membrane in omogočita pobeg bakterije v citosol, kjer se lahko prosto premika in deli 
(Alberti-Segui in sod., 2007). Pobeg bakterije je prikazan na sliki 4. 
 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz pobega L. monocytogenes iz sekundarne vakuole. A) L. monocytogenes v vakuoli z 
dvojnim lipidnim dvoslojem (membrani primarne in sekundarne celice). Prikazani so fosfolipidi, na katere 
delujeta PC - PLC in PI - PLC. B) Aktivacija PC - PLC, PI - PLC in LLO v povezavi s padcem pH ter razgradnja 
obeh membran. PS  fosfatidilserin, PE  fosfatidiletanoalamin, PI  fosfatidilinozitol, PC  fosfatidilholin, 
SM  sfingomielin. Prirejeno po: Alberti-Segui in sod., 2007. 
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2.3 LISTERIOLIZIN O (LLO) 
Listeriolizin O (LLO) je glavni virulentni dejavnik bakterije Listeria monocytogenes. Je 
porotvorni toksin, ki spada v družino od holesterola odvisnih citolizinov (CDC). V to 
skupino spada že več kot 50 vrst porotvornih proteinov, prisotnih pri predstavnikih 
bakterijskih debel: Firmicutes, Actinobacteria in Proteobacteria (Hotze in sod., 2013). Z 
izjemo Proteobacteria, imajo te proteine po Gramu pozitivne patogene bakterije. CDC 
toksini spadajo v naddružino MACPF/CDC, saj so v veliki meri homologni z družino 
MACPF (Rosado in sod., 2008). 
 
Za porotvorne proteine družine CDC (od holesterola odvisnih citolizinov), kamor sodi LLO, 
je opazna značilna preferenca za vezavo na membranske domene, ki vsebujejo visoke 
koncentracije holesterola (> 40 mol %) (Giddings in sod., 2003). 
2.3.1 Značilnosti in vloga LLO v patogenezi 
Edinstveni značilnosti LLO, ki ga ločita od ostalih članov družine CDC, sta od pH in 
temperature odvisna stabilnost in aktivnost, za kar je odgovorna prisotnost aminokislinskih 
ostankov Asp208, Glu247 in Asp320, ki delujejo kot senzor pH.  
 
Sublitične koncentracije LLO naj bi imele vlogo pri internalizaciji bakterije v gostiteljsko 
celico (Vadia in sod., 2011). Pri regulaciji citotoksičnosti LLO je poleg pH, temperature in 
holesterola v membrani, pomembna tudi znatna degradacija LLO v citosolu. Mutante, ki v 
zaporedju LLO niso vsebovale prepoznavnega zaporedja za razgradnjo v proteosomu, so 
bile manj virulentne, saj je povišana aktivnost LLO v citosolu vodila v smrt gostiteljske 
celice in s tem uničenje replikacijske niše L. monocytogenes (Decatur in Portony, 2000).  
 
Poleg tvorbe pore in pobega iz primarne in sekundarne vakuole obstaja še vrsta dogodkov, 
pri katerih sodeluje LLO. V gostiteljski celici povzroča apoptozo, vpliva na njeno celično 
signalizacijo, zavira nastanek ROS v fagosomu (Carrero in sod., 2004). Poleg tega delovanje 
LLO posredno povzroči motnje v fisiji oz. fuziji mitohondrijev, posledično se pa zaradi 
motenj v celičnem dihanju zmanjša tudi količina nastalega ATP (Stavru in sod, 2011). Prav 
tako LLO deluje stresno na ER in povzroča razgradnjo nezvitih proteinov (UPR) (Pillich in 
sod., 2012).  
 
Bakterija zmanjša odziv gostiteljske celice tudi tako, da prepreči sumoilacijo glavnih 
regulatornih proteinov. LLO namreč sproži razpad ključnega encima, ki sodeluje pri tem 
procesu (Ubc9), poleg tega pa privede tudi do desumoilacije proteinov v celici (Ribet in sod., 
2010). Okužba z L. monocytogenes poleg tega povzroči še deacetilacijo histona H4 in 
defosforilacijo histona H3 in s tem vpliva tudi na izražanje genov (Hamon in sod., 2007).  
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2.3.2 Mehanizem tvorbe pore 
Proteini CDC se vežejo na holesterol lahko pa tudi na druge receptorje kot je CD59 (Farrand 
in sod., 2010). LLO se veže na holesterol v membrani gostiteljske celice. Bakterije 
holesterola v membrani ne vsebujejo, zato LLO ne tvori por v njihovih membranah (Hamon 
in sod., 2012).  
 
Bakterija izraža LLO v topni monomerni obliki, ki je sestavljena iz štirih domen, D1D4. 
Monomeri se ob vezavi na holesterol aktivirajo, nato pa pride do interakcije med njimi in do 
nastanka oligomerne predpore na površini membrane (Shepard in sod., 2000). V procesu 
prehoda iz predpore v transmembransko poro, se α-helični strukturi HB1 in HB2 iz D3 
preuredita v dve β-lasnici THM1 in THM2. Lasnice, ki jih prispevajo vsi protomeri LLO v 
pori, tvorijo transmembransko steno pore, tako imenovani β-sodček (Czajkowsky in sod., 
2004). Tridimenzionalna struktura monomernega LLO in model listeriolizinske pore sta 
prikazana na sliki 5. LLO lahko tvori tudi drugačne strukture, podobne lokom in obročem, 
ki se lahko med seboj združujejo ter omogočijo povečanje predpore oz. transmembranske 
pore, kar lahko pojasni tvorbo por različnih dimenzij (Podobnik in sod., 2015).  
 
 
Slika 5: Tridimenzionalna struktura LLO in listeriolizinske pore. A) Tridimenzionalna struktura LLO. Domene 
so označene s črko D in številko. Z vijolično barvo sta označena TMH1 in TMH2, ki se vstavita v membrano 
in sodelujeta pri tvorbi pore. V osrednjem delu proteina je »pH senzor«, ki ga sestavljajo D208, D320 in E247. 
Prirejeno po: Schuerch in sod., 2005. B) Povečan segment med D2 in D3, kjer se nahaja »pH senzor«. Prirejeno 
po Kisovec in sod., 2017. C) Struktura napovedanega modela listeriolizinske pore, ki jo sestavlja 36 
monomerov. Prirejeno po: Köster in sod., 2014. 
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2.4 ŠIROKOSPECIFIČNA FOSFOLIPAZA C (PC - PLC) 
PC - PLC je znan virulentni dejavnik. Je metaloencim (27,7 kDa), ki deluje na več 
substratov, in sicer na sfingomielin (SM), fosfatidilholin (PC), fosfatidilserin (PS), 
fosfatidilinozitol (PI) in fosfatidiletanolamin (PE). Največjo afiniteto ima do PC, po katerem 
je dobila tudi ime (Goldfine in sod., 1993). Aktivnost širokospecifične fosfolipaze C (PC - 
PLC) so prvič opazili pri opazovanju kolonij L. monocytogenes na agarju z rumenjakom. 
Okolica kolonij je postala motna zaradi delovanja fosfolipaze (Füzi in Pillis, 1962).  
2.4.1 Aktivacija in sekrecija PC - PLC 
Encim PC - PLC je produkt prepisovanja gena plcB, delecija tega gena zmanjša virulenco 
bakterije (Smith in sod., 1995). Sintetizira se kot peptidna veriga s propeptidom in signalnim 
peptidom (vse skupaj ima 33 kDa). Propeptid je dodatno aminokislinsko zaporedje, ki se 
nahaja poleg signalnega peptida na N-koncu proteina in ima regulatorno vlogo. Na sliki 6 je 
prikazana shema zaporedja proteina.  
 
 
Slika 6: Segmenti aminokislinskega zaporedja PC - PLC. Na N-koncu je signalni protein (27 aminokislin), 
sledi propeptid (24 aminokislin) in zrel protein (238 aminokislin). SP – signalni protein, P – propeptid. Cepitev 
signalnega peptida skupaj s propeptidom omogoči aktivacijo katalitične domene (Vazquez-Boland in sod., 
1992). 
Propeptid se preko membranskega sistema Sec translocira skozi bakterijsko membrano v 
interfazo med membrano in celično steno. S pomočjo signalnih peptidaz se v procesu 
translokacije odcepi signalni protein (Carvalho in sod., 2014). 
 
Za aktivacijo PC - PLC je potrebna odcepitev propeptida, ki se zgodi ob delovanju 
metaloproteaze Mpl (Vazquez-Boland in sod., 1992). Ta se zgodi v interfazi med membrano 
in celično steno (Bitar in sod., 2008). Aktivacija obeh proteinov poteka pri znižanem pH, 
kar se zgodi pri zlitju vakuole z endosomom. Mpl se aktivira sama po sebi z avtocepitvijo 
propeptida, nato pa odcepi propeptid PC - PLC (Bitar in sod., 2008). Metaloproteaza Mpl za 
svoje delovanje potrebuje cinkov ion, ki se nahaja v njenem aktivnem mestu (Hase in 
Finkelstein, 1993). Tako kot PC - PLC vsebuje propeptid, ki je potreben za njeno 
translokacijo skozi bakterijsko membrano.  
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Po aktivaciji PC - PLC se zgodi hitra sekrecija skozi celično steno s pomočjo Mpl in 
delovanje na fosfolipide v membrani vakuole (Marquis in Hager, 2000). Translokacijo skozi 
bakterijsko steno in aktivacijo PC - PLC prav tako uravnava Mpl (Yeung in sod., 2005). 
2.4.2 Tridimenzionalna struktura PC - PLC 
Trenutno je znana tridimenzionalna struktura homologov PC - PLC L. monocytogenes (PC 
- PLCLM) iz bakterij Bacillus cereus (PC - PLCBC, PDB: 1AH7) in Clostridium perfringens 
(PC - PLCCP, znana tudi kot α-toksin, PDB: 1CA1). Aminokislinsko zaporedje PC - PLCBC 
je skoraj 40 % identično zaporedju PC - PLCLM L. monocytogenes (Johansen et al., 1988) in 
22,4 % α-toksinu bakterije Clostridium perfringens (Titball, 1999). Vsi trije ortologi imajo 
v svojem aminokislinskem zaporedju ohranjena mesta, pomembna za vezavo in umeščanje 
cinkovih ionov (Slika 7). PC - PLCBC je monomerni protein, ki ga pretežno sestavljajo α-
vijačnice, ki so med seboj povezane z zankami (Slika 18) (Hough in sod., 1989). 
 
 
Slika 7: Poravnava aminokislinskih zaporedij PC - PLC L. monocytogenes (LM), PC - PLC B. cereus (BC) in 
α-toksina Clostridium perfringens (CP) (Clustal Omega – Multiple Sequence Alignment). Z modro je označen 
signalni peptid, z zeleno propeptid in z rumeno zrela oblika encima. Z zvezdico so označeni identični ostanki. 
Mesta v zaporedju, obkrožena z rdečo, so odgovorna za umestitev cinkovih ionov v tridimenzionalno strukturo 
proteina. Prirejeno po Huang 2014. 
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PC - PLCLM je metaloencim, ki ima v svojem aktivnem mestu vezane tri cinkove atome. Pri 
PC - PLCBC so aminokislinski ostanki, ki se vežejo in umeščajo te tri atome na identičnih 
pozicijah kot pri PC - PLC L. monocytogenes (Geoffroy in sod., 1991) (Slika 8). Ostanki pri 
PC - PLCLM so sledeči: Trp-1, His-14, Asp-55, His-69, His-118, Asp-122, His-128, His-142 
in Glu-146. Prisotnost cinkovih ionov je za delovanje PC - PLCLM nujna (Geoffroy in sod., 
1991), a njihova točna funkcija ni povsem znana. Predvidevajo, da ti sodelujejo pri 
interakciji substrata z aktivnim mestom in so morda povezani s hidrolizo (Martin in sod., 
1999). Na sliki 8 je prikazano aktivno mesto PC - PLCBC s cinkovimi ioni in vezanim 
substratu podobnim inhibitorjem fosfanatom. 
 
Slika 8: Struktura aktivnega mesta PC - PLCBC z inhibitorjem fosfanatom (podoben substratu). Modri krogi 
predstavljajo cinkove ione (Zn1, Zn2, Zn3). Z vijolično so označeni ostanki, ki sodelujejo pri vezavi cinkovih 
ionov. Razdalje so prikazane v Å. Prirejeno po Huang, 2014. 
2.4.3 Encimska aktivnost PC - PLC 
PC - PLCLM ima največjo afiniteto do PC, za njim pa si v sledečem zaporedju sledijo ostali 
fosfolipidi: PC > PE > PS > SM >> PI (Goldfine in sod., 1993). Deluje v kislem pH, in sicer 
je njen optimum delovanja v območju od 5 do 6 (Huang in sod., 2016). PC - PLCLM cepi 
fosfodiestersko vez tako, da kot končna produkta reakcije nastaneta diacilglicerol (DAG) in 
fosforilirana polarna skupina glave lipida (Slika 9).  
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Slika 9: Shema reakcije s PC - PLCLM. Puščica prikazuje mesto cepitve z encimom. Produkta reakcije sta 
diacilglicerol (DAG) in fosforilirana polarna skupina. Razlike med možnimi substrati encima so prikazane 
spodaj. PC (fosfatidilholin), PE (fosfatidiletanolamin), PS (fosfatidilserin), PI (fosfatidilinozitol). Prirejeno po: 
Huang, 2014. 
 
Reakcija se začne tako, da baza deprotonira molekulo vode in jo aktivira, da lahko ta naprej 
nukleofilno napade fosfatno skupino v fosfodiesterski vezi. Baza donira proton DAG, ki po 
tem zapusti aktivno mesto encima. Sprosti se tudi fosforilirana polarna skupina (Slika 9). 
Ostanek, ki pri PC - PLCBC deluje kot baza in je odgovoren za potek reakcije, je verjetno 
Asp55. Asp55 je ohranjen v aktivnem mestu PC - PLC iz L. monocytogenes in ima verjetno 
podobno funkcijo (Huang in sod., 2016).  
 
Poleg tega so pri PC - PLCBC odkrili vezavno mesto za holin ali t.i. holinski žep, katerega 
pri PC - PLCLM sestavljajo Asp4, His56 in Phe66. Phe66 je pri obeh proteinih ohranjen, 
ostali ostanki so si kemijsko podobni. V PC - PLCBC je Asp4 substituiran z Glu4, His56 pa 
s Tyr56. Holinski žep je pomemben pri vezavi substrata in katalizi. Z mutacijo v Phe66 pri 
PC - PLCBC je bilo delovanje encima manjše kot pri divjem tipu (Zückert in sod., 1998). 
Aminokislinski ostanek Trp1 je pomemben za vezavo cinkovega iona, dodatek zgolj enega 
ostanka pred Trp1 pa vodi v neaktivnost nastalega encima (Slepkov in sod., 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Uporabljena laboratorijska oprema je prikazana v preglednici 2. 
Preglednica 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtomatske pipete Sartorius Biohit, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Rotina 35 R in Rotina 38 R Hettich, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih plošč synergymx BioTek, ZDA 
Digestorij, delta system 30 Wesemann, Nemčija 
Elektroforezni sistem, horizontalni Biorad, ZDA 
Elektroforezni sistem xcell surelocktm Mini-
Cell Electrophoresis System 
Life technologies, ZDA 
Inkubator s stresanjem, ISF-1-W Kuher, Švica 
Inkubator s stresanjem, I-115 Kambič, Slovenija 
Kolona za gelsko kromatografijo Superdex 
200, 10/300, 120 ml 
GE Healtcare, Združeno Kraljestvo 
Kromatografski sistem Äkta FPLC in Äkta 
Purifier 10 
Amersham Biosciences, Združeno 
Kraljestvo 
Magneti za mešanje različni proizvajalci 
Magnetno mešalo Biosan, Latvija 
Mešalnik Vibromix 10, 104 EV Tehtnica, Slovenija 
Meter pH Seven easy Mettler Toledo, Švica 
Mikrovalovna pečica LG, Južna Koreja 
Namizni stresalnik minishaker PSU 2T Biosan, Latvija 
Naprava za PCR, Gene amp PCR system 2700 Applied Biosystems, ZDA 
Naprava za produkcijo destilirane vode rios16 Merck Millipore, ZDA 
Naprava za produkcijo ultra čiste vode (MQ) Merck Millipore, ZDA 
Pipete Corning lambda, ZDA 
Pipetor Flacon, ZDA 
Rotavapor R300 Büchi, Švica 
Siringe 500 ml, 25 ml Hamilton, Švica 
Sonikator Ultrasonic Processor Cole-Parmer, ZDA 
Spektrofotometer CD Chirascan, Applied Photophysics, 
Združeno Kraljestvo 
Spektrofotometer NanoDrop One 
Spectrophotometer 
Thermo Scientific, ZDA 
 Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Steklene kroglice Scientific industries, ZDA 
Stereomikroskop Nikon SMZ1500 Nikon Instruments Inc., ZDA 
Stresalna vodna kopel WB-30 STE Kambič, Slovenija 
Tehtnica 0,01 mg – 220 g Mettler Toledo, Švica 
Tehtnica 0,001 g – 420 g KERN pej, Nemčija 
Termoblok CH-100 Biosan, Latvija 
Termoblok s stresanjem TS-100 Biosan, Latvija 
UV transluminator – LKB Bromma 2011 Pharmacia Biotech, Švedska 
UV transluminatorska komora Biodoc-it 
imaging system 
UVP, ZDA 
Vakuumska črpalka za filtracijo vacuumpump 
XFF54 23050 
Merck Millipore, ZDA 
Varnostna komora DNA/RNA UV-cleaner 
UVC/T-M-AR 
Biosan, Latvija 
Varnostna komora Telstar Bio II Biosan, Latvija 
Vodna kopel tip 1013 GFL, Nemčija 
Zamrzovalnik (20 °C) Gorenje, Slovenija 
Zamrzovalnik (80 °C) Thermo scientific, ZDA 
3.1.2 Potrošni material 
Uporabljen potrošni material je prikazan v preglednici 3. 
Preglednica 3: Seznam uporabljenega potrošnega materiala 
Potrošni material Proizvajalec 
Cepilne zanke Plastika Kavčič, Slovenija, 
Sanolabor, Slovenija 
Elektroforezni gel nupage Novex® Bis-Tris Mini Gel Life technologies, ZDA 
Filtri za brizge, 0,22 μm, millex-GS Millipore, ZDA 
Koncentrator amiconultra MWCO 10.000 Millipore, ZDA 
Krovna stekelca Hampton Research, ZDA 
Mikrocentrifugirke – plastične z pokrovčkom (1,5-
mililitrske in 2-mililitrske) 
Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrne plošče 96-well TPP, Švica 
Nastavki za avtomatske pipete Sartorius Biohit, Nemčija 
Nastavki za pipete Kemomed, Slovenija 
Petrijevke Plastika Kavčič, Slovenija, 
Sanolabor, Slovenija) 
Rokavice Kimtech, ZDA 
Serološke pipete, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml TPP, Švica 
24-well Cell Culture Plate  BD Bioscience Falcon 
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3.1.3 Kemikalije in reagenti 
Uporabljene kemikalije in reagenti so prikazani v preglednici 4. 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij in reagentov 
Kemikalija/reagent Proizvajalec 
Ampicilin Sigma, ZDA 
Bacto tryptone BD, ZDA 
Barvilo SimplyBlue SafeStain Life technologies, ZDA 
dNTP ThermoFisher, ZDA 
1,4-ditiotreol (DTT) Sigma, ZDA 
Elektroforezni pufer za NuPAGE® MES 
SDS Running Buffer 
Life technologies, ZDA 
Etanol Sigma, ZDA 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
HCl Merck, Nemčija 
Hitinski nosilec za hitin-afinitetno 
kromatografijo 
NEB, ZDA 
Imidazol Sigma, ZDA 
Kloroform Sigma, ZDA 
Kvasni ekstrakt, Bacto Yeast Extract BD, ZDA 
MES Sigma, ZDA 
Metanol Sigma, ZDA 
Mili-Q, ultračista voda Merck, Nemčija 
MgSO4 ThermoFisher, ZDA 
NaCl Merck, Nemčija 
NaH2PO4 Sigma, ZDA 
NaOH  Sigma, ZDA 
Polietilen glikol 1500 Honeywell Fluka™, ZDA 
Polietilen glikol 3350 Honeywell Fluka™, ZDA 
Polietilen glikol 6000 Honeywell Fluka™, ZDA 
Polietilen glikol 8000 Honeywell Fluka™, ZDA 
Proteinski standard za SDS-PAGE 
Novex® Sharp Unstained std 
Invitrogen, ZDA 
Pufer za NuPAGE, LDS Sample Buffer 
(4-kratni)  
Life technologies, ZDA 
Tris baza Sigma, ZDA 
Kvasni ekstrakt (BactoTM Yeast Extract), 
tripton (BactoTM Tryptone) 
BD, ZDA 
ZnSO4 × 7H2O Sigma, ZDA 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin (POPC) 
Avanti Polar Lipids, ZDA 
2-izopropanol Honeywell, ZDA 
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3.1.4 Pufri 
Sestava uporabljenih pufrov je navedena v preglednici 5. 
Preglednica 5: Uporabljeni pufri in njihova sestava 
Pufer Sestava 
Fosfatni pufer 0,01 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4 
Pufer za lizo celic 500 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 10 % (V/V) 
glicerol, pH=7,4 
Pufer kolone za hitin afinitetno 
kromatografijo 
500 mM NaCl, 20 mM Tris-Cl, pH=8,5 
Pufer za cepitev PC - PLC s hitinskega 
nosilca 
500 mM NaCl, 20 mM Tris-Cl, 50 mM DTT, 
pH=8,5 
Pufer za spektroskopijo CD  10 mM Na-fosfatni pufer, pH = 7,4 
Pufer za sedimentacijski test (pH=5,7) 150 mM NaCl, 20 mM MES/NaOH, pH=5,7 
Pufer za test encimske aktivnosti/ 
Pufer za sedimentacijski test (pH=6,5) 
150 mM NaCl, 20 mM MES/NaOH, pH=6,5 
Pufer za sedimentacijski test (pH=7,4) 150 mM NaCl, 20 mM Tris baza/NaOH, 
pH=7,4 
Pufer za sedimentacijski test (pH=8,5) 150 mM NaCl, 20 mM Tris baza/NaOH, 
pH=8,5 
 
3.1.4.1. Pufer kolone za hitin afinitetno kromatografijo 
En liter pufra kolone za hitin afinitetno kromatografijo smo pripravili iz 100 ml NaCl (iz 5 
M založne raztopine NaCl) in 2,43 g Tris baze, ki smo ju prenesli v 1-litrsko čašo, kateri 
smo dolili ultračisto vodo (MQ) približno do oznake 800 ml. Čašo smo nato postavili na 
mešalo, sestavine dobro premešali in z dodajanjem 25 % HCl uravnali pH na 8,5. Nato smo 
dolili MQ do končnega volumna, pufer filtrirali (0,22 µm filter) in ga postavili na hladno (4 
°C). Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.4.2 Pufer za cepitev PC - PLC s hitinskega nosilca 
Pufer za cepitev PC - PLC s hitinskega nosilca smo pripravili neposredno pred uporabo. Za 
pripravo 30 ml smo potrebovali 29 ml vnaprej pripravljenega pufra kolone za hitin afinitetno 
kromatografijo, ki smo mu dodali 1 ml DTT (1,5 M). Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 
°C. 
3.1.4.3 Pufer za lizo celic 
Pufer za lizo celic smo pripravili neposredno pred uporabo. Za pripravo 50 ml smo 
potrebovali 45 ml vnaprej pripravljenega pufra kolone za hitin afinitetno kromatografijo, 
katerim smo dodali 5 ml 100 % glicerola. Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
20 
Kujović A. Vpliv mutacij na zgradbo in aktivnost fosfolipaze PC - PLC iz bakterije Listeria monocytogenes.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
3.1.4.4 Pufer za spektroskopijo CD in fosfatni pufer 
Pufer za spektroskopijo CD in fosfatni pufer sta bila že vnaprej pripravljena s strani osebja 
Odseka za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo Kemijskega inštituta. Hranili smo 
smo ju v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.4.5 Pufri za test encimske aktivnosti 
Za pripravo 500 ml pufra za test encimske aktivnosti (pH=5,7 in 6,5) smo odtehtali 4,38 g 
NaCl in 1,95 g MES, prenesli v 1-litrsko čašo in dolili ultračisto vodo (MQ) približno do 
oznake 400 ml, postavili na mešalo in z dodajanjem NaOH uravnali do željenega pH. Nato 
smo dolili MQ do končnega volumna, pufer filtrirali (0,22 µm filter) in ga postavili na hladno 
(4 °C). Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.4.6 Pufer kolone za hitin afinitetno kromatografijo 
Za pripravo 500 ml pufra za test encimske aktivnosti (pH=7,4 in 8,5) smo odtehtali 4,38 g 
NaCl in 1,21 g Tris, prenesli v 1-litrsko čašo in dolili ultračisto vodo (MQ) približno do 
oznake 400 ml, postavili na mešalo in z dodajanjem NaOH uravnali do željenega pH. Nato 
smo dolili MQ do končnega volumna, pufer filtrirali (0,22 µm filter) in ga postavili na hladno 
(4 °C). Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.5 Gojišča 
Sestava uporabljenih gojišč je navedena v preglednici 6. 
Preglednica 6: Uporabljena gojišča in njihova sestava 
Gojišče Sestava 
Luria Bertanijevo 
gojišče (LB) 
10,8 g/L tripton, 4,75 g/L kvasni ekstrakt, 9,5 g/L NaCl 
Bogato gojišče (TB) 9,5 g/L tripton, 21,6 g/L kvasni ekstrakt, 3,6 ml/L glicerol, 
100 mM K-fosfatni pufer 
3.1.5.1 Gojišče Luria-Bertani 
Za pripravo 1 litra gojišča Luria-Bertani (LB) smo pripravili odtehtali 20 g triptona, 5 g 
kvasnega ekstrakta in 10 g natrijevega klorida (NaCl), dodali deionizirano vodo do 1 litra 
ter mešali na mešalu. Ko so se sestavine gojišče raztopile, smo gojišče avtoklavirali (20 
minut pri 121 °C in 15 psi). Gojišče smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.5.2. Bogato gojišče TB 
Za pripravo 1 litra bogatega gojišča (TB) smo odtehtali 12 g triptona, 24 g kvasnega ekstrakta 
in dodali 4 ml glicerola ter deionizirano vodo do 900 ml ter mešali na mešalu. Po 
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avtoklaviranju (20 minut pri 121 °C in 15 psi) smo dodali 100 ml fosfatnega pufra ter gojišče 
uporabili za gojenje bakterij. Gojišče smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.6 Kompleti 
Uporabljeni kompleti so navedeni v preglednici 7. 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih kompletov 
Sestavina Proizvajalec 
KAPA HiFi HotStart PCR Kit Roche 
Komplet za določanje fosfata, Malachite green  Sigma, ZDA 
Komplet aditivov za kristalizacijo Additive screen Hampton Research, ZDA 
Malachite Green Phosphate Assay Kit Sigma, ZDA 
Monarch Plasmid Miniprep Kit New England Biolabs 
NeXtal DWBlock AmSO4 Suite Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock cryos Suite Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock JCSG Core Suite I Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock JCSG Core Suite II Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock JCSG Core Suite III Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock JCSG Core Suite IV Qiagen, Nemčija 
NeXtal DWBlock PACT suite Qiagen, Nemčija 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Nemčija 
3.1.7 Encimi 
Uporabljeni encimi so navedeni v preglednici 8. 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih encimov 
Sestavina Proizvajalec 
Alkalna fosfataza Sigma, ZDA 
DpnI New England Biolabs 
HindIII New England Biolabs 
KOD Hot Start DNA-polimeraza ThermoFisher, ZDA 
NdeI New England Biolabs 
PstI New England Biolabs 
SapI New England Biolabs 
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3.1.8 Bakterijski sevi 
Uporabljeni bakterijski sevi so navedeni v preglednici 9.  
Preglednica 9: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov 
Bakterijski sev Genotip Namen uporabe 
BL21 (DE3) ompT gal dcm lon hsdSB(rBmB) 
(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 indI 
sam7 nin5]) [malB+]K-12(S) 
Sev smo uporabili za gojenje 
bakterij s plazmidom s plcB z 
namenom izolacije PC - PLC.  
DH5α F endA1 glnV44 thi-l recA1 relA1 
gyrA96 deoR nupG purB20 
80dlacZΔM15Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rKmK
+),  
Sev smo uporabili za 
namnoževanje plazmida s plcB z 
namenom izolacije plazmida. 
3.1.9 Plazmidi 
Za kloniranje smo uporabili 7514 bp dolg ekspresijski vektor pTYB21 (slika 10), ki 
omogoča izražanje genov v bakteriji E. coli. Vektor ima mesto začetka replikacije (ori) 
pMB1. Vsebuje tudi gen bla, ki omogoča rezistenco proti ampicilinu, in promotor T7 z 
operatorskim mestom lac. Izražanje gena, vstavljenega v poliklonsko mesto, tako uravnava 
represor LacI, ki je tudi zapisan na vektorju (gen lacI). Represor LacI v odsotnosti laktoze 
ali IPTG zavira izražanje vstavljenega gena. Za iniciacijo transkripcije se mora na promotor 
T7 vezati RNA-polimeraza T7. Ker se njen gen ne nahaja na vektorju, je treba plazmid 
pTYB21 vstaviti v sev E. coli, ki ta gen vsebuje. Mi smo uporabili sev E. coli BL21 (DE3). 
 
Za promotorjem T7 z lac operatorskim mestom se nahaja vezavno mesto za ribosom (RBS). 
Sledi gen za intein Sce VMA iz Saccharomyces cerevisiae, ki je sestavljen iz dveh regij: 3' 
in 5'. Med njima je vstavljena hitin-vezavna domena (CBD), ki je ključna za vezavo na 
hitinski nosilec pri hitin-afinitetni kromatografiji. Za 3' inteinsko regijo se nahaja 
poliklonsko mesto (MCS), kjer je vključen gen plcB. Natančnejši prikaz regij vektorja je na 
vektorski karti na sliki 10. Uporabljeni plazmidi so navedeni v preglednici 10. 
 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih plazmidov 
Plazmid Vir 
pTYB21 z vstavljenim plcB Petrišič, 2017 
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Slika 10: Vektorska karta pTYB21. CBD – hitin vezavna domena, MCS – poliklonsko mesto, RBS – 
ribosomsko vezavno mesto. Prirejeno po pTYB2 Plasmid, 2019. 
3.1.10 Začetni oligonukleotidi 
V preglednici 11 so navedeni smerni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili. 
 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih smernih začetnih oligonukleotidov PC - PLC. Za primerjavo je dodan 
smerni začetni oligonukleotid PC - PLC divjega tipa (wt). Pomen označb je opisan v legendi pod preglednico. 
Mesto mutacije je označeno le pri substitucijskih mutantnih proteinih in divjemu tipu za primerjavo. 
 
Divji tip 
(wt)/mutantni 
protein 
Smerni začetni oligonukleotid 
wt 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACTGGTCCGCGGATAACCCGAC-3' 
ΔWS 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACGCGGATAACCCGACAAATAC-3' 
W1A 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACGCGTCCGCGGATAACCCGAC-3' 
W1E 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACGAATCCGCGGATAACCCGAC-3' 
W1F 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACTTTTCCGCGGATAACCCGAC-3' 
W1K 5'-GTGGTTGCTCTTCCAACAAATCCGCGGATAACCCGAC-3' 
C143S 5'-CCTCCAGGCTACCACTCTGCATATGAAAATTAC-3' 
C168S ali SS 
(C143S, C168S) 
5'-GGTAGCAAAAAGATTTAGCTCAGATGACGTGA-3' 
C168K ali SK 
(C143S, C168K) 
5'-GACATGGTAGCAAAAAGATTTAAATCAGATGAC-
GTGAAAGAC-3' 
 
Legenda: S sivo so označeni nukleotidi, ki sodelujejo pri vezavi DNA-nukleaze, s poševnim tiskom je označeno 
restrikcijsko mesto SapI, previsni konec (zaporedje komplementarno vektorju) je podčrtan, z rumeno je 
označeno mesto mutacije in z odebeljenim tiskom prilegajoče zaporedje. 
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V preglednici 12 je naveden protismerni začetni oligonukleotid, ki smo ga uporabili pri 
pomnoževanju konstruktov. Za pomnoževanje konstruktov C143S, C168S in C168K smo 
uporabili le istoimenske smerne začetne oligonukleotide, saj smo s PCR pomnožili celoten 
vektor pTYB21 s spremenjenim nukleotidom. 
 
Preglednica 12: Uporabljen protismerni začetni oligonukleotid PC - PLC. 
Protismerni začetni oligonukleotid 
5'-GGTGGTCTGCAGTCATTCATTTGTTTTTTTAGACCAAA-3' 
 
Legenda: S sivo so označeni nukleotidi, ki sodelujejo pri vezavi DNA-nukleaze, s poševnim tiskom je označeno 
restrikcijsko mesto PstI, z rdečim tiskom stop kodon in z odebeljenim tiskom prilegajoče zaporedje. 
 
Vse uporabljene začetne oligonukleotide je proizvedlo podjetje Integrated DNA 
Technologies IDT, ZDA. 
3.2 METODE 
3.2.1 Bioinformatska analiza pred izvedbo kloniranja gena za PC - PLC 
Tridimenzionalno strukturo PC - PLCLM smo z uporabo orodja SWISS-MODEL (Schwede 
in sod., 2003) izdelali na podlagi ortologa PC - PLC iz B. cereus (40 % identičnost zaporedja) 
in jo uredili ter predstavili v programu PyMOL.  
3.2.2 Kloniranje gena za PC - PLC 
Za matrično DNA smo izbrali predhodno pripravljen genski konstrukt, ki ima zapis za 
protein PC - PLC in je po zaporedju enak zrelemu PC - PLC iz L. monocytogenes. Uporabili 
smo vektor pTYB21 s predhodno vstavljenim genom plcB, ki ga je pripravil Nejc Petrišič v 
okviru svojega magistrskega dela na Kemijskem inštitutu, na Odseku za molekularno 
biologijo in nanobiotehnologijo (Petrišič, 2017).  
 
Pripravili smo mutantne proteine s substitucijo triptofanskega ostanka v aktivnem mestu PC 
- PLC (Trp1 ali W1) v alanin (A), glutaminsko kislino (E), fenilalanin (F) in lizin (K). 
Pripravili smo tudi delecijski mutantni protein brez W1 in serina na drugem mestu z N-
konca. Poleg tega pa nas je zanimal tudi vpliv substitucij določenih cisteinov v serine 
(cisteinska mutantna proteina).  
 
Pripravili smo genske konstrukte sedmih mutantnih proteinov PC - PLC: delecijski mutantni 
protein ΔWS (brez prvih dveh aminokislin z N-konca: W in S) in šest substitucijskih 
mutantnih proteinov: mutantni protein W1A (substitucija W1 z W1A), W1E (substitucija 
W1 z W1E), W1F (substitucija W1 z W1F) in W1K (substitucija W1 z W1K) ter dva dvojna 
cisteinska mutantna proteina C143S, C168K (C168K ali SK) in C143S, C168S (C168S ali 
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SS). Najprej smo načrtali začetne oligonukleotide za vsako mutanto, izvedli PCR-
mutagenezo in pomnožili gene. Celotna shema poteka priprave konstruktov je na sliki 11. 
 
Gene mutantnih proteinov W1A, W1E, W1F, W1K in ΔWS smo klonirali tik za C-koncem 
inteina. Po samoizrezovanju inteina (po translaciji) smo dobili želeni protein brez dodanih 
aminokislin na N-koncu. To je pomembno, saj se pri translaciji kot posledica pojava ATG 
kodona na N-konec doda metionin, ki ovira aktivnost PC - PLC (Slepkov in sod., 2010). 
 
Za pripravo mutantnih proteinov C143S, C168K (C168K ali SK) in C143S, C168S (C168S 
ali SS) smo izvedli dvojno PCR-mutagenezo, kjer smo uporabili vektor pTYB21 z 
vstavljenim plcB (Petrišič, 2017). Najprej smo s PCR pripravili konstrukt C143S, kjer je 
cistein na mestu 143 zamenjan s serinom. Konstrukta SS (C143S, C168S) in SK (C143S, 
C168K) smo pripravili iz uspešno pripravljenega konstrukta C143S s PCR po enakem 
postopku kot C143S, le z drugačnimi začetnimi oligonukleotidi. 
 
 
Slika 11: Shema postopka priprave genskih konstruktov posameznih mutant. V zelenih pravokotnikih so 
navedena imena mutant, v oranžnih pa metode, s katerimi smo jih pripravili. Metode si sledijo v vrstnem redu 
v smeri puščic. 
3.2.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
V programu Benchling smo analizirali zaporedje PC - PLC in oblikovali začetne 
oligonukleotide, tako da smo spremenili zaporedje kodona na željenem mestu (W1, C143 ali 
C168) v zaporedje kodona željene aminokisline. Liofilizirane začetne oligonukleotide smo 
raztopili z dodatkom ustrezne količine ultračiste vode (MQ) in pripravili do končne založne 
koncentracije 100 µM. Iz te raztopine smo pripravili 10 µM delovno raztopino začetnih 
oligonukleotidov z 10-kratnim redčenjem založne raztopine z MQ. 
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3.2.2.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za pomnoževanje konstruktov W1A, W1E, W1F, W1K in ΔWS smo uporabili t.i. PCR 'Hot 
start', ki vključuje uporabo termostabilne DNA-polimeraze arheje Thermococcus 
kodakaraensis, ki ima na svoje aktivno mesto vezan inhibitor. Ta se pri 70 °C odcepi, s čimer 
omogočimo delovanje DNA-polimeraze. Z uporabo tega sistema tako preprečimo 
nespecifično pomnoževanje DNA na stopnji prileganja začetnih oligonukleotidov. Za 
pomnoževanje naštetih konstruktov smo uporabili začetne oligonukleotide W1A, W1E 
W1F, W1K in ΔWS (Preglednica 11) in protismerni začetni oligonukleotid, naveden v 
preglednici 12. Reakcijsko zmes smo pripravili v laminariju iz komponent naštetih v 
preglednici 13. Nastavitve naprave za PCR so prikazane na sliki 12. 
 
Preglednica 13: Sestava zmesi za PCR. 
Sestavina Končna količina/koncentracija 
pufer za DNA-polimerazo Hot Start (10-kratni) 1-krat 
MgSO4 1,5 mM 
dNTP 0,2 mM vsakega dNTP 
smerni začetni oligonukleotid 0,3 mM 
protismerni začetni oligonukleotid 0,3 mM 
tarčna DNA (pTYB21 s plcB) ~ 500 ng 
KOD Hot Start DNA-polimeraza 1 U 
MQ do 50 ul  
 
 
 
Slika 12: Protokol reakcije PCR s 35-imi cikli. 1) Začetna denaturacija 24) Ciklično podvojevanje DNA, ki 
je sestavljeno iz stopnje denaturacije DNA (2), stopnje prileganja začetnih oligonukleotidov (3) in stopnje 
sinteze DNA (4), 5) Končno podvajanje 6) Ohlajanje. Prirejeno po PCR protocol, 2019. 
Za pripravo konstruktov C168K (C143S, C168K ali SK) in C168S (C143S, C168S ali SS) 
smo uporabili PCR program KAPA, ki se od 'Hot start' PCR razlikuje po tem, da začetna 
denaturacija poteka 5 min pri 95 °C, denaturacija 20 sekund pri 98 °C, prileganje začetnih 
oligonukleotidov 30 sekund pri 65 °C, podaljševanje začetnih oligonukleotidov 10 minut pri 
72 °C in končno podvajanje 20 minut pri 72 °C. PCR reakcija je imela 18 ciklov. V 
preglednici 14 je navedena sestava reakcijske zmesi, ki smo jo pripravili v laminariju. 
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Preglednica 14: Sestava zmesi za PCR-mutagenezo po programu KAPA. 
 
Sestavina Končna količina/koncentracija 
KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2-krat) (2,5 mM 
MgCl2 (1X), 0,3 mM vsakega dNTP (1X) in DNA-
polimeraza KAPA HiFi HotStart (0,5 U na 25 µl)) 
1-krat 
začetni oligonukleotid C143S 1 µl 
tarčna DNA (pTYB21 s plcB) ~ 60 ng 
MQ do 25 l  
 
Produkte PCR C168S (SS) in C168K (SK) smo rezali z restrikcijskim encimom DpnI, ki je 
specifičen za metilirane in hemimetilirane adenine na prepoznavnem mestu GATC. Namreč, 
večina sevov E. coli ima metilaze, ki metilirajo lastno DNA in jo tako začitijo pred lastnimi 
restrikcijskimi encimi (Dam and Dcm Methylases of E. coli, 2019). DpnI ne reže 
nemetilirane DNA, zaradi česar ga pri PCR uporabljamo za odstranitev matrične DNA od 
pomnožka (DpnI, 2019). Za rezanje smo v zmes za PCR dodali 1,5 µl DpnI in inkubirali 5 
ur na 37 °C ter 10 minut na 80 °C. Sledila je direktna transformacija v kompetentne celice. 
3.2.2.3 Gelska elektroforeza 
Vzorcem po končani reakciji smo dodali 10 µl 6-kratnega pufra za nanos na gelsko 
elektroforezo in vso zmes nanesli na 1 % agarozni gel. Po končani elektroforezi (120 V, 35 
min), smo preverili velikost pomnožkov (pričakovana velikost okrog 700 bp), pomnožke 
izrezali in očistili.  
3.2.2.4 Čiščenje pomnožkov 
Pomnožke smo očistili s kompletom »QIAquick Gel Extraction Kit« po priloženem 
protokolu proizvajalcev. Po čiščenju smo koncentracijo DNA izmerili spektrofotometrično 
z napravo NanoDrop. 
 
3.2.2.5 Merjenje koncentracije DNA in proteinov z napravo NanoDrop 
 
Koncentracijo DNA smo določili z napravo NanoDrop z merjenjem absorbcije UV-svetlobe 
pri 260 nm. Za umerjanje smo uporabili MQ. 
 
Koncentracijo proteinov smo določili z napravo NanoDrop z merjenjem absorbcije UV-
svetlobe pri 280 nm. Za umerjanje smo uporabili pufer, v katerem so proteini shranjeni. 
Naprava je za merjenje koncentracije zahtevala teoretični ekstinkcijski koeficient, ki smo ga 
za vsak protein preverili z bioinformacijskim orodjem ProtParam na portalu ExPASy. V 
preglednici 15 so prikazani ekstinkcijski koeficienti za vse proteine. 
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Preglednica 15: Teoretični ekstinkcijski koeficienti (ε) proteinov 
Protein  Ekstinkcijski koeficient (ε) 
WT  20,14 
W1A  18,23 
W1E  18,19 
W1F  18,18 
W1K  18,19 
ΔWS  18,34 
C168S (SS)  20,16 
C168K (SK)  20,13 
   
3.2.2.6 Rekstrikcija in ligacija vektorjev in pomnožkov PCR  
Očiščene pomnožke PCR (vključke mutiranega plcB W1A, W1E, W1F, W1K in ΔWS) in 
vektorje pTYB21 mutantnih proteinov W1A, W1E, W1F, W1K in ΔWS smo rezali z 
restrikcijskima encimoma SapI in PstI. Na sliki 13 so označena mesta rezanja vektorja in 
vključka s tema restrikcijskima encimoma. 
 
Rezanje obeh pomnožkov PCR je potekalo v eni reakciji z obema dodanima encimoma, eno 
uro pri 37 °C. Sestavine restrikcijske zmesi so prikazane v preglednici 16. Po končani 
reakciji smo 2 × 50 µl rezanega vektorja in 2 × 50 µl rezanega vključka nanesli na 1 % 
agarozni gel ter izvedli elektroforezo, ki je tekla 35 minut pri napetosti 120 V. DNA 
fragmente, ki so ustrezali velikosti rezanega vključka (približno 700 bp) in vektorja 
(približno 8000 bp), smo izrezali in očistili s QIAquick Gel Extraction Kit po priloženem 
protokolu proizvajalca. Po čiščenju smo izmerili koncentracijo DNA z napravo NanoDrop.  
 
Slika 13: Rezanje vektorja in vključka. Na sliki je prikazano zaporedje plazmida pTYB21 (5'→3'). Z rdečimi 
črtami so označena mesta cepitve, kjer nastanejo previsni konci. V pravokotniku je označeno prepoznavno 
zaporedje restrikcijskega encima. Prirejeno po pTYB2 Plasmid, 2019. 
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Preglednica 16: Sestava restrikcijske zmesi za rezanje vektorja in vključka.  
 
Sestavina Končna količina/koncentracija 
Vektor pTYB21 2 µg 
10-kratni pufer FastDigest (ThermoFisher) 1-kratna 
PstI (20000 U/ml) 60 enot 
SapI (10000 U/ml) 30 enot 
MQ do 100 µl  
 
Sestavina Končna količina/koncentracija 
Vključek (pomnožek PCR, očiščen iz gela) 4 µg 
10-kratni pufer FastDigest (ThermoFisher) 1-kratna 
PstI (20000 U/ml) 60 enot 
SapI (10000 U/ml) 30 enot 
MQ do 100 µl  
 
Po čiščenju je sledila ligacija vključka v vektor z enciomom DNA-ligaza T4 in je potekala 
15 minut pri 22 °C. Sestava ligacijske zmesi je navedena v preglednici 17. Sledila je 
transformacija v kompetentne celice E. coli (sev DH5α).  
 
Preglednica 17: Sestava ligacijske zmesi. 
Sestavina Količina ali končna koncentracija 
Vektor pTYB21 100 ng 
Vključek 44 ng 
2-kratni T4 ligacijski pufer 1-kratna 
T4 DNA ligaza 400 enot 
MQ do 20 µl  
 
3.2.2.7 Transformacija 
Kompetentne celice DH5α, ki so bile shranjene pri 80 °C, smo pustili na ledu 10 minut. 
Celicam smo dodali 5 µl ligacijske zmesi in jih ponovno vrnili na led za 10 minut. Nato smo 
izvedli toplotni šok v toplotni kopeli (42 °C) za 90 sekund in jih vrnili nazaj na led za 4 
minute. Dodali smo jim 600 µl gojišča LB in jih pustili v stresalniku za eno uro pri 37 °C s 
stresanjem (4000 rcf). Bakterijsko kulturo smo nato s spatulo Drigalski razmazali na dve 
plošči LB in z dodanim ampicilinom (100 µg/ml), in sicer smo na eno nanesli 500 µl, na 
drugo pa 100 µl bakterijske kulture. Plošče smo inkubirali preko noči v inkubatorju pri 
37 °C. 
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Transformacijo konstruktov C143S, SS in SK smo izvedli po enakem postopku, le da smo 
namesto 5 µl ligacijske zmesi direktno dodali 10 µl produktov PCR C168S (SS) in C168K 
(SK), rezanih z restrikcijskim encimom DpnI. Sledilo je namnoževanje plazmidov in 
čiščenje po postopku opisanem v 3.2.1.7. 
 
Transformacijo ekspresijskega seva E. coli (BL21 (DE3)) smo izvedli po enakem postopku 
le, da smo namesto ligacijske zmesi dodali 1 µl raztopine plazmida pTYB21 (<100 ng 
plazmidne DNA).  
3.2.2.8 Namnoževanje plazmida in čiščenje 
Po inkubaciji smo po 8 izbranih kolonij s sterilnimi zobotrebci ločeno prenesli v 50-
mililitrske erlenmajerice z 10 ml gojišča LB z ampicilinom (100 µg/ml). Sledilo je stresanje 
v stresalniku preko noči pri 37 °C in 3600 rcf. Iz 4 ml posamezne kulture smo zbrali pelete. 
Iz treh peletov posamezne kulture smo s kompletom Monarch Plasmid Miniprep Kit po 
priloženem protokolu proizvajalca izolirali plazmidno DNA. Koncentracijo izoliranega 
plazmida smo izmerili z napravo NanoDrop.  
 
3.2.2.9 Preverjanje prisotnosti in zaporedja genetskega vključka 
Po čiščenju plazmida je potrebno preveriti, ali je vključek prisoten v vektorju. Za kontrolno 
restrikcijsko zmes, ki smo jo inkubirali eno uro pri 37 °C, smo uporabili restrikcijska encima 
HindIII in NdeI. HindIII prepoznava eno mesto izven zaporedja vključka, NdeI pa dve 
znotraj zaporedja vključka. Sestava kontrolne restrikcijske zmesi je prikazana v preglednici 
18. Po končani reakciji smo 20 µl restrikcijske zmesi dodali 4 µl 6-kratnega pufra. Na 
pripravljen 1 % agarozni gel smo nanesli vzorce in nastavili elektroforezo, ki tekla 35 minut 
pri stalni napetosti 120 V. Pod UV svetlobo smo preverili velikosti ločenih fragmentov in 
možna odstopanja. 
 
Preglednica 18: Sestava kontrolne restrikcijske zmesi. 
Sestavina Količina ali končna koncentracija 
Očiščen plazmid 500 ng 
10-kratni pufer CutSmart (NEB) 1-krat 
HindIII HK (20000 U/ml) 60 U 
NdeI (20000 U/ml) 60 U 
MQ do 20 μl  
 
Na sekvenciranje smo poslali dva od plazmidov vsakega mutantnega proteina, ki so se pri 
kontrolni restrikciji izkazali kot pozitivni. Sestava zmesi, pripravljene za sekvenciranje, je 
prikazana v preglednici 19. Sekvenciranje po Sangerju (GATC, Nemčija) je potekalo z obeh 
strani, pri tem pa so bili uporabljeni smerni začetni oligonukleotidi za PCR posameznih 
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konstruktov na eni strani in T7 terminatorski začetni oligonukleotid na drugi strani. 
Sekvenciran je bil do 1100 bp velik del, ki je zajemal celotno zaporedje vključka. Dobljena 
zaporedja smo poravnali z referenčnim zaporedjem v programu Benchling z algoritmom 
MAFFT, jih primerjali in ovrednotili razlike (Slika 14).  
 
Preglednica 19: Zmes, pripravljena za sekvenciranje po Sangerju 
Sestavina Količina ali končna 
koncentracija 
Očiščen plazmid 500600 ng 
začetni oligonukleotid (smerni začetni oligonukleotid 
posameznega konstrukta oz. T7 terminator) 
2,5 pmol/μl 
MQ do 10 μl  
 
 
Slika 14: Poravnava zaporedij z referenčnim zaporedjem (program Benchling, algoritem MAFFT). Pregledali 
smo mesto mutacije pri posameznem klonu in ovrednotili uspešnost kloniranja. Mutacija je bila v tem primeru 
uspešna pri klonu 2, katerega smo uporabili pri nadaljnji mutagenezi. R  referenčno zaporedje, 1 in 2  
zaporedji klonov posamezne mutante. 
3.2.3 Izolacija PC - PLC 
3.2.3.1 Gojenje in indukcija bakterijskih celic 
Gojišče smo pripravili iz 9 enot volumna gojišča TB in 1 enote volumna 0,072 M fosfatnega 
pufra (K2HPO4, pH ~ 7) ter mu dodali ampicilin do končne koncentracije 100 µg/ml. TB, 
fosfatni pufer in steklovino, ki smo jo uporabili za gojenje celic, smo pred uporabo 
avtoklavirali. S cepilno zanko smo vzeli nekaj bakterijskih kolonij s plošč, ki smo jih po 
tranformaciji preko noči inkubirali pri 37 °C. Dodali smo jih v 50 ml pripravljenega gojišča 
v 250-mililiterski erlenmajerici in gojili 2 do 4 ure v stresalniku pri 37 °C (3600 rcf). V 0,5 
ali 1 L ogretega gojišča (37 °C) v 3 ali 5-literski erlenmajerici smo prenesli 25 ali 50 ml 
kulture in gojili do ustrezne optične gostote (OD600 = 0,61). Sledila je indukcija z dodatkom 
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0,5 mM IPTG in inkubacija 1620 ur v stresalniku pri 20 °C na 3600 rcf. Pred in po indukciji 
smo vzeli vzorce za analizo na SDS-PAGE. 
3.2.3.2 Žetev kulture in liza bakterijskih celic 
Po indukciji smo poželi celice. Predhodno smo stehtali literske centrifugirke, v katere smo 
nalili kulturo in centrifugirali 10 minut pri 8000 rcf in 4 °C. Odlili smo supernatant in 
ponovno stehtali centrifugirke ter tako dobili maso peleta oz. mokre bakterijske biomase. 
Dodali smo steklene kroglice in pelet resuspendirali v 2050 ml pufra za lizo celic na liter 
kulture. Resuspendirane celice smo združili v 50 ali 100 ml čašo in jo dali na led. 
 
Celice smo razbili ultrazvočno s sonikatorjem, saj se tarčni proteini izražajo v citoplazmi. 
Sondo smo potopili v suspenzijo celic okoli 1 cm nad dnom čaše. Amplitudo soniciranja 
smo nastavili na 38 % in izbrali program soniciranja, kjer en pulz traja 1 sekundo, nato pa 
sledita 2 sekundi brez pulza. Soniciranje je trajalo 21 minut, ponovili smo ga že enkrat 
(skupno 42 minut, od tega je 14 minut ultrazvočnih pulzov). Po razbijanju celic z 
ultrazvokom smo suspenzijo liziranih celic centrifugirali v 20-mililitrskih centrifugirkah 
30 minut pri 50000 rcf in dodatnih 10 minut pri 68000 rcf in 4 °C. Pelet je vseboval ostanke 
celic, v supernatantu pa se je nahajal tarčni protein. Supernatant smo prelili v čašo in ga 
filtrirali z brizgo skozi 0,45 in 0,22 µm filter. Filtrat smo prelili v stekleno zanko in nanesli 
na kolono. Vzorec filtriranega supernatanta smo shranili za nanos na SDS-PAGE. 
3.2.3.3 Hitin-afinitetna kromatografija 
Protein smo ločevali na podlagi vezavne domene za hitin (CBD), ki se v plazmidu nahaja 
med N- in C- terminalno inteinsko domeno. Ohišje kolone z volumnom 10 ml smo napolnili 
z 9 ml hitinskega nosilca z napravo FPLC (s pretokom 3 ml/min) izvedli posedanje nosilca. 
Ko se je nosilec posedel, smo do nivoja posedanja privili čep. Čistili smo s pretokom do 2 
ml/min, da bi se izognili dodatnemu posedanju. Prek steklene zanke smo s pretokom 0,5 
ml/min na kolono nanesli filtriran supernatant po lizi celic. Po nanosu smo ob povečanem 
pretoku (2 ml/min) sprali kolono s 300 ml pufra kolone (30 volumnov kolone). Nato smo 
nanesli 30 ml pufra za cepitev (3 volumni kolone), ki vsebuje 50 mM DTT. Potem smo 
pretok ustavili in kolono preko noči (20 ur) pustili na sobni temperaturi. Trajanje in 
temperaturo inkubacije smo izbrali po priporočilih proizvajalca. Prekonočni inkubaciji je 
sledilo spiranje kolone s pufrom kolone in zbiranje frakcij z volumnom 4 ml do padca 
absorbance na nivo bazne absorbance pufra. Pripravili smo vzorce frakcij za nanos na SDS-
PAGE. 
3.2.3.4 Gelska izključitvena kromatografija 
Za ločevanje smo uporabili kolono Superdex 75 10/300 z volumnom 120 ml, ki vsebuje 
nosilec s prečno povezanimi agarozno-dekstranskimi polimeri. Ta je primeren za ločevanje 
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molekul z relativno molekulsko maso 3 do 70 kDa (Superdex, 2007). Največji možni 
volumen nanosa na kolono je do 5 ml, zato smo vzorce smo skoncentrirali na 34 ml in 
nanesli pri pretoku 0,5 ml/min. Po nanosu smo spirali pri 1,2 ml/min. Ločba je potekala na 
napravah FPLC ali HPLC (ÄKTA purifier). Z zbiranjem 0,5 ml frakcij smo začeli takoj, ko 
se je absorbanca vzorca pri 280 nm povečala. Vzorce iz frakcij smo nanesli na SDS-PAGE. 
3.2.3.5 SDS-PAGE 
Z SDS-PAGE ločimo proteine na podlagi njihove velikosti. Vzorce pripravimo tako, da jim 
dodamo reducent (DTT) in nanašalni pufer z detergentom: natrijevim dodecil sulfatom 
(SDS) ter grejemo 5 minut pri 95 °C na termobloku. Protein se zaradi segrevanja, prisotnosti 
reducenta in detergenta razvije. Vezava negativno nabitega SDS na protein je enakomerna 
(1,4 g SDS na 1 g proteina) in senči njegov nativni naboj, zato proteini potujejo proti anodi. 
Proteini se ločijo po velikosti, pri čemer manjši proteini potujejo dlje. V preglednici 20 je 
opisana priprava vzorcev. 
 
Preglednica 20: Priprava vzorcev za nanos na SDS-PAGE. 
Vzorec Izvor Sestava Nanos na gel 
Pred indukcijo Vzorec bakterijske kulture pred 
indukcijo. 1 ml kulture (OD600 = ~1) 
centrifugiramo in odstranimo 
gojišče ter peletu resuspendiramo v 
150 µl MQ. 
10 µl vzorca, 5 
µl NP, 10 µl 
MQ, 1 µl DTT 
25 µl 
Po indukciji Vzorec bakterijske kulture pred 
žetvijo kulture. 1 ml kulture (OD600 
= ~1) redčimo v MQ, centrifugiramo 
in odstranimo gojišče ter pelet 
resuspendiramo v 150 µl MQ. 
10 µl vzorca, 5 
µl NP, 10 µl 
MQ, 1 µl DTT 
25 µl 
Pelet po 
soniciranju 
Vzorec peleta bakterijskega lizata 
po centrifugiranju. Z vrhom 
nastavka za pipeto vzamemo delček 
peleta in ga resuspendiramo v 1 ml 
MQ. 
20 µl vzorca, 5 
µl NP, 1 µl 
DTT 
25 µl 
Pred nanosom 
na hitinsko 
kolono 
Vzorec filtriranega supernatanta 
pred nanosom na hitinsko kolono. 
17,5 µl vzorca, 
2,5 µl MQ, 5 µl 
NP, 1 µl DTT 
25 µl 
Nevezana 
frakcija 
Zbrana frakcija po nanosu 
filtriranega supernatanta razbitih 
celic na kolono za afinitetno 
kromatografijo 
17,5 µl vzorca, 
2,5 µl MQ, 5 
µl NP, 1 µl 
DTT 
25 µl 
Frakcije po 
kromatografiji 
Zbrane frakcije po spiranju ali 
eluciji na afinitetni ali gelski 
kromatografiji 
20 µl vzorca, 5 
µl NP, 1 µl 
DTT 
25 µl 
NP – nanašalni pufer NuPAGETM LDS Sample Buffer (4 X), koncentracija DTT v založni raztopini je bila 
0,5 M 
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Uporabljali smo NuPAGE® Novex® Bis-Tris 412 % gele. Gel smo namestili v 
elektroforezno kadičko in vanjo nalili ohlajen elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS 
Running Buffer (1 ×), tako da so bile jamice gela prekrite. Nanesli smo do 25 µl vzorca in 7 
µl proteinskega standarda NovexTM Sharp Unstained Protein Standard za določanje velikosti 
proteinov. SDS-PAGE elektroforezo smo izvedli pri napetosti 200 V, toku 125 mA in moči 
25 W. Elektroforeza je trajala 35 do 45 minut.  
 
Po zaključeni elektroforezi smo gel sprali z ultra čisto vodo Milli-Q (MQ). Sledilo je 
barvanje z barvilom SimplyBlueTM SafeStain po protokolu proizvajalca, in ga razbarvali v 
MQ. Gel smo fotografirali in shranili pri 4 °C.  
3.2.3.6 Koncentriranje in shranjevanje proteinov 
Frakcije s tarčnim proteinom ustrezne velikosti, ki smo jih zbrali po gelski izključitveni 
kromatografiji, smo združili. Z metodo SDS-PAGE, ki ji je sledilo barvanje s 
SimplyBlueTM SafeStain, smo ocenili delež nečistoč v frakcijah. Frakcije s proteinom so 
lahko vsebovale največ 5 % nečistoč. Pred koncentriranjem smo pomerili koncentracijo 
proteinov spektrofotometrično (NanoDrop) in ocenili, na kakšen volumen moramo 
skoncentrirati vzorec, da dobimo želeno končno koncentracijo proteina.  
 
Koncentrirali smo s 15 ml koncentratorjem AmiconUltra MWCO 10.000. Membrana tega 
sistema ne prepušča molekul, večjih od 10 kDa. Filtrat vsebuje pufer in manjše molekule. 
Koncentrirali smo z več zaporednimi centrifugiranji pri 4000 rcf in vmes mešali koncentrat 
ter pri tem bili pozorni na prisotnost agregatov. Koncentracijo smo sproti preverjali na 
spektrofotometru NanoDrop in po potrebi nadaljevali s koncentriranjem. Na koncu smo 
koncentrat alikvotirali po 10 µl v mikrocentrifugirke in te zmrznili pri 80 °C. 
3.2.4 Analiza strukture in funkcije mutantnih proteinov PC - PLC 
3.2.4.1 Spektroskopija CD 
Spektre mutantnih proteinov PC - PLC smo pomerili na spektrofotometru CD, in sicer v 
območju med 200 in 250 nm. Za meritev smo uporabili 1 mm široke kvarčne kivete z 
volumnom 400 µl. Da bi znižali absorbcijo ozadja zaradi prisotnosti kloridnih ionov, MES-
a in Trisa, smo protein redčili v 10 mM fosfatnem pufru brez soli (pH=7,4) do koncentracije 
0,2 mg/ml. Merili smo najprej pri sobni temperaturi, nato pa še pri višjih temperaturah (do 
100 °C) in na koncu zopet pri sobni temperaturi. Po petih meritvah pufra, v katerem je bil 
protein, smo posneli še pet meritev vzorca pri vsaki temperaturi ter izračunali njihovo 
povprečje. Iz spektra CD smo lahko ocenili prevladujočo sekundarno strukturo in 
temperaturo polovice prehoda. 
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3.2.4.2 Priprava multilamelarnih veziklov 
Za preučevanje vezave PC - PLC na membrane in študije encimske aktivnosti smo uporabili 
multilamelarne vezikle (MLV). To so umetni membranski sistemi premera nad 0,1 µm, ki 
jih tvori več lamel lipidnega dvosloja (Sharma in Sharma, 1997). 
 
Vezikle smo pripravili iz 100 % 1-palmiotil-2-oleoil-glicero-3-fosfoholina (POPC), ki je po 
zgradbi podoben sesalčjim fosfolipidom in služi kot modelni lipid v biofizikalnih 
eksperimentih (Slika 15) (POPC, 2019). Viale s POPC smo iz zmrzovalnika prestavili v 
eksikator za približno 15 minut. Za pripravo 30 mM MLV (100 % POPC) smo v viali 
zatehtali 2,28 mg POPC in s siringo dodali 250 µl kloroforma (100 %) ter raztopili. Zmes 
smo prenesli v 2050-mililitrsko stekleno bučko. Bučko smo priklopili na rotavapor in 
postopno zmanjšali tlak od 970 do 0 mbar. Vrtela se je s 5500 rcf v vodni kopeli s 50 °C. Po 
približno 2-urnem sušenju smo dobili lipidni film, ki smo mu nato dodali nekaj 10 steklenih 
kroglic s premerom 0,5 mm in 275 µl pufra za sedimentacijski test. Bučko smo vrtinčili 
okrog 5 minut na vibracijskem mešalniku, dokler se lipidni film ni popolnoma odstranil s 
stene bučke. Zmes smo prestavili v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko in jo zamrznili v 
tekočem dušiku. Potem smo jo takoj odmrznili na termobloku pri 37 °C in spet zamrznili. 
Postopek smo ponovili 10-krat, na koncu pa vezikle shranili pri 80 °C.  
 
 
Slika 15: Strukturna formula POPC (1-palmiotil-2-oleoil-glicero-3-fosfoholin). Pridobljeno z Avanti lipids. 
3.2.4.3 Sedimentacijski test z MLV 
S sedimentacijskim testom preučujemo vezavo proteinov na multilamelarne vezikle (MLV). 
Mi smo želeli preveriti vezavo različnih mutantnih proteinov PC - PLC na vezikle iz 100 % 
POPC pri različnih pH in v prisotnosti cinka ali brez (Slika 16). 
 
Pripravljenim MLV (6,7 µl) v 1,5-mililitrski mikrocentrifugirki smo dodali PC - PLC (45 
µg) in reakcijski pufer z različnimi pH. Končni volumen reakcije je bil 25 µl. Paralelno smo 
namešali reakcije z dodanim ZnSO4 v končni koncentraciji 50 µM . Reakcije smo inkubirali 
30 minut na sobni temperaturi, nato pa jih centrifugirali 10 minut pri 16100 rcf. Supernatant, 
ki vsebuje nevezan protein, smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko. Peletu smo dodali 
50 µl posameznega pufra in ponovili centrifugiranje. Odstranili smo supernatant in peletu 
dodali 15 µl posameznega pufra. Supernatant po prvem centrifugiranju in pelet po drugem 
smo pripravili za nanos na SDS-PAGE elektroforezo. Delež vezanega proteina smo ocenili 
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iz razlike med intenziteto lis proteina v supernatantu in peletu. Za oceno smo uporabili 
program GelQuantNET. 
 
 
Slika 16: Shema poteka sedimentacijskega testa z MLV. 
Po dveh ponovitvah poskusa smo dobili primerljive rezultate. Fotografije gelov smo obdelali 
v programu GelQuantNET, kjer smo z denzitometrijo ocenili razmerje med deležem 
proteina, vezanega na vezikle (pelet), in deležem nevezanega proteina (supernatant). 
Sklepali smo, da je vsota gostot proteinske lise vezanega in nevezanega proteina 100 %. 
Deleža vezanega in nevezanega proteina smo dobili tako, da smo gostoto ene proteinske lise 
od teh delili z vsoto gostote proteinskih lis vezanega in nevezanega proteina (Priloga C). Za 
kontrolo smo na gel nanesli čisti protein v enaki količini brez dodanih MLV. 
3.2.4.4 Encimski test z Malahit zelenim 
PC - PLC je fosfolipaza C, zato ob njenem delovanju na lipidni substrat (hidroliza) nastaneta 
diacil glicerol in fosfomonoester. Slednji je substrat alkalni fosfatazi (ALP), ki ga hidrolizira 
v anorganski fosfat. Samo taka oblika fosfata se lahko poveže z molibdenom v kompleks 
(Carter in Karl, 1982), ki pa ob vezavi z malahit zelenim povzroči modro obarvanost in 
močno absorbcijo pri 620 do 650 nm. 
 
Za testiranje encimske aktivnosti smo uporabili prirejen protokol (Hergenrother in Martin, 
1997) (Slika 17). Zanimala nas je aktivnost PC - PLC pri pH 6,5 v prisotnosti ZnSO4 in brez 
njega. V 1,5-mililitrski mikrocentrifugirki smo namešali 100 µl zmesi reakcijskega pufra z 
določenim pH in 100 % POPC MLV (46 mM) in PC - PLC (12 µg/ml). V eno 
mikrocentrifugirko od teh smo dodali ZnSO4. Zmes smo premešali na vibracijskem mešalu 
in inkubirali 1 uro pri 37 °C. Nato smo na termobloku reakcijsko zmes segrevali 5 minut pri 
MLV + 
Pufer + 
Protein 
centrifugiraj 
supernatant 
pelet 
SDS-PAGE 
1 = standard 
2= pelet 
3 = supernatant 
Ocenitev deleža vezanega 
in nevezanega proteina s 
programsko opremo 
(optična gostota) 
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95 °C in s tem inaktivirali PC - PLC. Centrifugirali smo 10 minut na 16100 rcf, da so se 
vezikli posedli. Iz vsake mikrocentrifugirke smo prenesli 15 µl supernatanta na mikrotitrsko 
ploščo s 96 jamicami. Vsakemu vzorčku smo dodali 65 µl pufra z alkalno fosfatazo, tako da 
je bila njena končna koncentracija 40 U/ml. Nato smo ploščo inkubirali 30 minut pri 37 °C 
in po inkubaciji dodali v vsako jamico 20 µl delovnega reagenta, ki smo ga pripravili po 
protokolu proizvajalca (Malachite Green Phosphate Assay Kit, Sigma). Ploščo z dodanim 
reagentom, ki vsebuje molibdenov reagent in barvilo malahit zeleno, smo inkubirali 30 
minut na sobni temperaturi in pomerili absorbanco pri 630 nm na čitalcu mikrotitrskih plošč. 
 
 
 
Slika 17: Shema poteka testa encimske aktivnosti z MLV. 
 
3.2.5 Kristalizacija PC - PLC 
V magistrskem delu smo kristalizirali mutantni protein PC - PLC (C168S ali SS). Najprej 
smo izvedli presejalni test z uporabo robota na Inštitutu Jožefa Štefana, kjer smo testirali 
različne kristalizacijske pogoje v sklopu standardnih komercialno dostopnih kompletov 
(NeXtal DWBlock AmSO4 Suite, cryos Suite, JCSG Core Suite I, JCSG Core Suite II, JCSG 
Core Suite III, JCSG Core Suite IV, PACT suite). Uporabili smo mutantni protein SS v 
izolacijskem pufru s koncentracijo 10 mg/ml in kot kontrolo predhodno pripravljeni pufer 
za izolacijo (Preglednica 5). Volumen kristalizacijske raztopine je 100 µl na jamico, 
razmerje proteina proti kristalizacijski raztopini pa 1:1 (0,1 µl proteina in 0,1 µl 
kristalizacijske raztopine). Skupno smo testirali 672 kristalizacijskih pogojev. 
 
Optimizacijo kristalizacije smo izvedli v kristalizirnici (pri 21 °C) na Kemijskem inštitutu. 
Protein C168S (SS) smo odmrznili na ledu (10 minut). Za kristalizacijo smo uporabili plošče 
pufer 
+ PC - PLC 
+ MLV 
1h 
37 
o
C 
95
o
C 
10 min 
30 min 
37 
o
C 
+ALP 
+reagent 
Absorbanca na 630 nm 
30 min 
22 
o
C 
centrifugiranje 
supernatant 
38 
Kujović A. Vpliv mutacij na zgradbo in aktivnost fosfolipaze PC - PLC iz bakterije Listeria monocytogenes.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
za gojenje tkivnih kultur 24-well Cell Culture Plate (BD Bioscience Falcon). Robove jamic 
smo premazali z vazelinom, nato pa v vsako jamico plošče dodali po 500 µl pripravljene 
kristalizacijske raztopine (sestava raztopin je navedena v preglednici 18). Ploščo smo stresali 
3 minute na namiznem stresalniku MiniShaker PSU 2T (Biosan). Na krovna stekelca 
(Hampton Research, ZDA) smo nanesli 1 µl raztopine mutantnega proteina SS v različnih 
koncentracijah (5; 8; 15; 16,5 in 20 mg/ml) in pufer za izolacijo kot kontrolo (Preglednica 
5, Poglavje 3.1.2). V vsako kapljico smo dodali po 1 µl kristalizacijske raztopine iz 
rezervoarja posamezne jamice. S krovnimi stekelci smo pokrili jamice in ploščo zaprli s 
plastelinom ter shranili v temi pri 21 °C. Plošče smo vsaj dvakrat tedensko pregledali s 
stereomikroskopom Nikon SMZ1500. Pri rezultatih kristalizacije je bil pomemben ne le 
pojav kristalov, ampak tudi njihova oblika in velikost. Pogoje, kjer smo opazili rast kristalov, 
smo optimizirali in poskusili dobiti monokristale, ki bi bili ustrezni za nadaljnjo obravnavo, 
tj. merjenje sipanja x-žarkov na teh kristalih.  
 
Pogoje smo optimizirali s testiranjem uporabe PEG-ov (1430 %) z različnimi relativnimi 
molekulskimi masami (PEG 1500, 3350, 6000 in 8000), različnih soli (AmSO4, KCl, NaSO4, 
NaI, LiSO4, magnezijev in natrijev acetat), različnih pH (z uporabo Bis-Tris, Tris, citratni 
pufer, acetatni pufer) in dodatek izopropanola (10 in 20 %). Sestavo kristalizacijske zmesi 
smo optimizirali do pojava monokristalov. Pogoje, pri katerih smo jih opazili, smo nato 
izpopolnili s testiranjem dodatkov za kristalizacijo iz komercialno dostopnega kompleta 
Additive Screen (Hampton Research). Dodatke smo redčili s pufrom za izolacijo v razmerju 
1:5 in dodali 1 µl zmesi k proteinu na krovnem stekelcu. 
 
 
 
  
39 
Kujović A. Vpliv mutacij na zgradbo in aktivnost fosfolipaze PC - PLC iz bakterije Listeria monocytogenes.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
4 REZULTATI 
4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA PRED IZVEDBO KLONIRANJA 
Model tridimenzionalne strukture PC - PLC iz L. monoytogenes smo ustvarili na podlagi že 
določene tridimenzionalne strukture PC - PLCBC, ki ima relativno visoko podobnost 
zaporedja (40 %). Iz dobljenega modela tridimenzionalne strukture PC - PLC (Slika 18) smo 
predvideli, da je struktura PC - PLC sestavljena iz večinskega deleža α-vijačnic. Iz slike 18B 
je razvidno, da se triptofanski ostanek na prvem mestu z N-konca (Trp1 ali W1) z glavno 
verigo veže na cinkov ion v aktivnem mestu. Na sliki 9C je prikazan cistein na mestu 168, 
na sliki 18D pa cistein na mestu 143. 
     
      
  
Slika 18: Model strukture PC - PLC iz L. monocytogenes na podlagi ortologa PC - PLC iz Bacillus cereus 
(PDB: 1AH7) in prikaz mest mutacij. A) Model tridimenzionalne strukture PC  - PLC. Oranžne krogle 
predstavljajo cinkove ione. Obarvane strukture so ostanki, ki sodelujejo pri vezavi cinkovih ionov. B) Aktivno 
mesto PC - PLC. S črno puščico je označen aminokislinski ostanek Trp1 (W1), ki se na cinkov ion veže z 
glavno verigo. C) S črno puščico je označen cistein na mestu 168. D) S črno puščico je označen cistein na 
mestu 143. Urejeno v programih SWISS-MODEL in PyMOL. 
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4.2 KLONIRANJE GENA ZA PC - PLC 
Pomnožke PCR genov posameznih mutantnih proteinov smo analizirali z gelsko 
elektroforezo (Slika 19). Na sliki 19 je razvidno, da lisa pomnožka ustreza velikosti okrog 
700 bp, kar je v skladu s predvideno velikostjo pomnožka PCR, ki ustreza 729 bp glede na 
restrikcijska mesta.  
 
 
Slika 19: Slika agaroznega gela s pomnožki PCR gena plcB. Na 1 % agarozni gel z etidijevim bromidom je v 
prvo jamico (S) nanešen standard (DNA standard 2-log DNA Ladder, NEB). Pomnožka PCR W1A in W1E 
smo nanesli v jamici 1 in 2 (po 50 µl v vsako). Lisi pomnožka PCR ustrezata pričakovani velikosti okrog 700 
bp. 
 
Zmes s SapI in PstI rezanega vektorja in pomnožka PCR (vključek) smo analizirali z gelsko 
elektroforezo. Lisi vzorca z restrikcijsko zmesjo vključka sta ustrezali predvideni velikosti 
približno 700 bp, lisa restrikcijske zmesi vektorja pa okrog 7500 bp (Slika 20).  
 
 
Slika 20: Slika agaroznega gela z vzorci po rezanju vektorja (pTYB21) in vključka plcB (pomnožek PCR). Na 
1 % agarozni gel z etidijevim bromidom je v prvo jamico (S) nanešen standard (DNA standard 2-log DNA 
Ladder, NEB). V 14 so pomnožki PCR W1A, W1E, W1F in W1K po rezanju z encimoma SapI in PstI (50 µl 
pomnožka PCR v jamici). Lise pomnožkov PCR po rezanju ustrezajo pričakovani velikosti okrog 700 bp. Lisa 
vektorja po rezanju (5) ustreza pričakovani velikosti okrog 7500 bp. 
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Na podlagi restrikcijskih mest encimov NdeI in HindIII pri kontrolni restrikciji plazmida 
smo izračunali pričakovane velikosti fragmentov (Preglednica 22) in z agarozno gelsko 
elektroforezo preverili, ali se fragmenti skladajo z njimi (Slika 21). Opazili smo lise pri 
velikostih približno 7000 bp, 1200 bp in 300 bp, kar ustreza predvidenim velikostim 
fragmentov. 
 
Preglednica 21: Pričakovane velikosti fragmentov, izračunane glede na mesta rezanja uporabljenih 
restrikcijskih encimov. 
Dolžina fragmenta Restrikcijski encimi 
6669 HindIII (5') in NdeI (3') 
1167 NdeI (5') in NdeI (3') 
340 NdeI (5') in HindIII(3') 
 
 
 
Slika 21: Slika agaroznega gela z vzorci po rezanju vektorja (pTYB21) in vključka plcB (pomnožek PCR). Na 
1 % agarozni gel z etidijevim bromidom je v prvo jamico (S) nanešen standard (DNA standard 2-log DNA 
Ladder, NEB). V 14 so pomnožki PCR W1A, W1E, W1F in W1K po rezanju z encimoma NdeI in HindIII 
(50 µl pomnožka PCR v jamici). Lise pomnožkov PCR po rezanju ustrezajo pričakovani velikosti okrog 700 
bp. Lisa vektorja po rezanju (5) ustreza pričakovani velikosti okrog 7500 bp. 
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4.3 ANALIZA INSERTOV PRIDOBLJENIH MOLEKULSKIH KLONOV 
Rezultati poravnave zaporedij in primerjava z referenčnim zaporedjem so zbrani v 
preglednici 22. Na podlagi rezultatov poravnave zaporedij je ocena uspešnosti molekulskega 
kloniranja visoka. Mutacije v genu za PC - PLC so bile glede na sekvencirana zaporedja 
ustrezne. Iz dobljenih rezultatov je prav tako razvidno, da smo uspešno oblikovali začetne 
oligonukleotide. 
 
Preglednica 22: Rezultati poravnave zaporedij in primerjava z referenčnim zaporedjem (z divjim tipom). 
Mutacije v genu za PC - PLC so bile uspešne, saj ustrezajo pričakovanim. 
Divji 
tip/mutantni 
protein 
Zaporedna številka 
nukleotida na 
začetku kodona 
Opis  
wt / Zapis za PC - PLC in 10 bp vektorja na obeh 
straneh. 
W1A 1 Zamenjava TGG z GCG. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu, ki smo ga uporabili 
za nadaljnjo mutagenezo. 
W1E 1 Zamenjava TGG s TTT. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu, ki smo ga uporabili 
za nadaljnjo mutagenezo. 
W1F 1 Zamenjava TGG z AAA. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu, ki smo ga uporabili 
za nadaljnjo mutagenezo. 
W1K 1 Zamenjava TGG z GAA. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu, ki smo ga uporabili 
za nadaljnjo mutagenezo. 
C143S 427 Zamenjava TGT s TCT. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu, ki smo ga uporabili 
za nadaljnjo mutagenezo. 
SS 502 Zamenjava TGC z AGC. Mutacija je bila 
uspešna pri enem klonu. 
SK 502 Zamenjava TGC z AAA. Mutacija je bila 
uspešna pri dveh klonih. Klon z boljšim 
signalom smo uporabili pri nadaljnjih 
eksperimentih. 
ΔWS 12 Delecija TGGTCC. Mutacija je bila uspešna 
pri dveh klonih. Klon z boljšim signalom smo 
uporabili pri nadaljnjih eksperimentih. 
 
  
43 
Kujović A. Vpliv mutacij na zgradbo in aktivnost fosfolipaze PC - PLC iz bakterije Listeria monocytogenes.  
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
4.4 IZOLACIJA PC - PLC 
4.4.1 Hitin-afinitetna kromatografija 
S hitin-afinitetno kromatografijo smo očistili izolirane proteine. Prisotnost in čistost 
izoliranih proteinov smo preverili z SDS-PAGE (Priloga A). Posamezni vzorci za SDS-
PAGE so označeni na kromatogramu na sliki 22. Iz gela je razvidno, da je protein čist in 
ustrezne velikosti. Opazili pa smo pojav dimerov in trimerov, kar je bilo opaženo tudi pri 
predhodnih izolacijah PC - PLC divjega tipa. 
 
 
  
Slika 22: Rezultati hitin-afinitetne kromatografije mutantnega proteina C168K (SK). A) Prikazan je graf 
absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna pretečenega čez kolono. Vzorce vrhov absorbance, ki so 
označeni s številkami smo analizirali na SDS-PAGE. B) SDS-PAGE frakcij izoliranih pri hitin-afinitetni 
kromatografiji. Gel je pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1 – vzorec bakterijske kulture pred 
indukcijo, 2  vzorec bakterijske kulture po indukciji, 3  vzorec peleta lizata po centrifugiranju, 4  vzorec 
filtrata po koncentriranju, 5  proteinski standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami 
proteinov v standardu, 612 so vzorci oz. frakcije hitin-afinitetne kromatografije, ki so označene na 
kromatogramu. Lise z velikostjo 27 kDa ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa 
ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
 
4.4.2 Gelska izključitvena kromatografija 
Z gelsko kromatografijo smo izolirane mutantne proteine še dodatno očistili, kar je razvidno 
na sliki 23. Frakciji označeni z 1 in 2 najverjetneje predstavljata oligomere (dimer, trimer) 
PC - PLC, medtem, ko se v frakcijah 511 nahaja monomerni PC - PLC. Možno je, da gre 
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za prisotnost ravnotežja med monomernimi in oligomernimi strukturami. Prisotnosti 
dimerov pri izoliranih vzorcih, ki ustrezajo monomernemu vrhu, ne opazimo na gelu SDS-
PAGE, je pa precej monomernega proteina na gelu SDS-PAGE pri frakcijah, ki ustrezajo 
dimerom in trimerom.  
 
 
  
Slika 23: Rezultati gelske izključitvene kromatografije mutantnega proteina C168S (SS). A) Prikazan je graf 
absorbance pri 280 nm v odvisnosti od volumna pretečenega čez kolono. Vzorce vrhov absorbance, ki so 
označeni s številkami, smo analizirali na SDS-PAGE. B) SDS-PAGE frakcij izoliranih pri gelski izključitveni 
kromatografiji. Gel je pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. V 4. jamici je proteinski standard Novex 
Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami proteinov v standardu. Ostali vzorci so frakcije gelske 
izključitvene kromatografije, ki so označene na kromatogramu. Lise z velikostjo 27 kDa ustrezajo PC - PLC.  
 
Izolirani rekombinantni proteini W1A, W1E, W1F in W1K so bili po hitinski kromatografiji 
zadostno čisti, zato gelska kromatografija ni bila potrebna (Priloga A). Mutantne proteine 
ΔWS, SS in SK smo očistili tudi z gelsko kromatografijo. V preglednici 23 so prikazane 
končne koncentracije in izkoristki izolacije. Iz preglednice je razvidno, da smo pri izolaciji 
vseh mutantnih proteinov dobili zadostno količino proteina za analize strukture in aktivnosti. 
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Preglednica 23: Povzetek izolacije mutantnih proteinov PC - PLC. 
 
 W1A W1E W1F W1K ΔWS SS SK 
končni 
volumen 
suspenzijske 
kulture  
 
 
 
1 liter 
mokra 
biomasa po 
žetvi [g] 
11,51 15,24 13,00 14,51 13,50 13,50 14,00 
koncentracija 
shranjenega 
proteina 
[mg/ml] 
28 7 12 13  1 10  5 
volumen 
shranjenega 
proteina [µl] 
 
280 130 410 310 240 310 350 
skupna masa 
shranjenega 
proteina [mg] 
 
7,84 0,91 4,92 3,72 0,24 3,1 1,75 
izkoristek  
 
7,84 mg/L 
kulture ali 
0,68 mg/g 
mokre 
biomase 
0,91 
mg/L 
kulture ali 
0,06 mg/g 
mokre 
biomase 
4,92 
mg/L 
kulture 
ali 0,38 
mg/g 
mokre 
biomase 
3,72 
mg/L 
kulture 
ali 0,26 
mg/g 
mokre 
biomase 
0,24 mg/L 
kulture ali 
0,02 mg/g 
mokre 
biomase 
3,1 mg/L 
kulture 
ali 0,23 
mg/g 
mokre 
biomase 
1,75 mg/L 
kulture ali 
0,13 mg/g 
mokre 
biomase 
protein 
shranjen v  
 
 
20 mM Tris-Cl, 500 mM NaCl pH=8,5 
 
4.5 ANALIZA STRUKTURE IN AKTIVNOSTI MUTANTIH PROTEINOV PC - PLC 
Vsem izoliranim in očiščenim proteinom smo izmerili spekter CD po protokolu, opisanem 
v poglavju 3.2.4.1. 
4.5.1 Določevanje pravilnosti zvitja s pomočjo cirkularnega dihroizma (CD) 
Iz dobljenega posameznega spektra CD, ki prikazuje sestevek vseh struktur v proteinu, smo 
lahko ocenili prevladujočo sekundarno strukturo. Spekter mutantnih proteinov PC - PLC ima 
vrh signala pri 208 nm in 222 nm, kar je značilno za α-vijačnice kot prevladujočo obliko 
sekundarnih struktur v vzorcu (Slika 24). Na podlagi dobljenega spektra lahko zaključimo, 
da divji tip in mutantne proteine sestavljajo večinoma α-vijačnice, tako kot je pričakovano 
glede na strukturni model PC - PLC (Slika 18), ki je bil izdelan na podlagi ortologa PC - 
PLC iz Bacillus cereus. 
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Slika 24: Spekter CD mutantnih proteinov PC - PLC (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Z različnimi barvami so 
prikazani spektri CD mutantnih proteinov (ΔWS, W1A, W1E, W1F, W1K, C168S (SS) in C168K (SK)). Za 
primerjavo je dodan tudi spekter CD divjega tipa (WT). Graf prikazuje povprečje petih meritev cirkularnega 
dikroizma posameznega proteina. Prevladujoča sekundarna struktura vseh proteinov je α-vijačnica. Signal je 
normaliziran X = X/X220nm. 
4.5.2 Določevanje termične stabilnosti s pomočjo cirkularnega dihroizma (CD) 
S spektrometrijo CD smo določali tudi termično stabilnost proteinov. Spekter CD razvitega 
proteina je blizu ničle ali enak nič (Sheehan, 2009). Izmerili smo spektre CD posameznih 
proteinov pri različnih temperaturah, jih med seboj primerjali in ugotovili, da je stabilnost 
skoraj vseh mutantnih proteinov primerljiva s stabilnostjo divjega tipa (Priloga B). Druga 
meritev pri 20 °C je meritev po toplotni denaturaciji, ki je ireverzibilna. 
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Opazimo, da se začne večina proteinov razvijati pri 6080 °C, pri 95 °C oz. 100 °C pa so vsi 
popolnoma razviti. Pri W1F, W1K in deloma ΔWS opazimo, da krivulje ne prehajajo tako 
zvezno od začetnih 20 °C do temperature po ohlajanju, kot je to opazno pri ostalih PC – 
PLC. Pri teh treh mutantnih proteinih so krivulje pri večini temperatur podobnih oblik, razen 
pri 100 °C in pri 20 °C po ohlajanju, kjer so proteini razviti. 
4.5.3 Sedimentacijski test z MLV 
S sedimentacijskim testom smo preverili delež vezave PC - PLC na vezikle iz POPC v 
odvisnosti od pH in prisotnosti cinkovih ionov. Na sliki 25 je prikazan delež vezanega PC - 
PLC na MLV v odvisnosti od pH. Vezava divjega tipa na MLV (POPC) je bila že predhodno 
preverjena pri vseh pH in se sklada s prikazanimi rezultati.  
 
Pri pH 5,7 je delež vezave divjega tipa 33 %. Po deležih vezave pri pH 5,7 si mutantni 
proteini sledijo po naslednjem vrstnem redu: W1F (22,5 %), C168K (SK) (22,5 %), W1A 
(20,0 %), ΔWS (16,0 %), W1K (13,5 %), C168S (SS) (9,5 %) in W1E (5,0 %). Pri pH 5,7 
je viden vpliv prisotnosti cinkovih ionov, ki so pri vseh proteinih omogočili večji delež 
vezave kot brez njih. Najbolj je ta učinek opazen pri divjem tipu in mutantnem proteinu 
W1F, pri katerih je delež vezave PC - PLC v prisotnosti ZnSO4 za vsaj 65 % višji kot delež 
vezave brez dodanih cinkovih ionov. 
 
Pri pH 6,5 je delež vezanega divjega tipa največji izmed vseh proteinov (20,0 % ). Divjemu 
tipu primerljivo vrednost deleža vezave ima mutantni protein C168K (SK) (17,0 %). Po 
deležih vezave pri pH 6,5 si mutantni proteini sledijo po naslednjem vrstnem redu: C168K 
(SK) (17,0 %), W1A (13,5 %), W1F (12,0 %), ΔWS (12,0 %), W1K (8,0 %), C168S (SS) 
(5,5 %) in W1E (5,5 %). Opazovali smo tudi učinek prisotnosti ZnSO4 pri pH 6,5. Delež 
vezanega divjega tipa je bil 48 % in hkrati predstavlja tudi največji delež vezave v prisotnosti 
ZnSO4 izmed vseh testiranih proteinov. Temu najbolj primerljiv delež vezave je imel 
mutantni protein W1F (40,5 %). Prisotnost cinkovih ionov ima pri tem pH izrazitejši učinek 
na vezavo PC - PLC kot pri pH 5,7. 
 
Preverili smo tudi delež vezanega PC - PLC na MLV pri pH 7,4. Delež vezanega divjega 
tipa (18,0 %) je pri tem pH višji od deležev vezanih mutantnih proteinov. Primerljivo 
vrednost vezave z divjim tipom imata mutantna proteina ΔWS (16,0 %) in C168K (SK) (16,0 
%). V prisotnosti cinkovih ionov je bil delež vezanega divjega tipa 47 %. Najbolj primerljivo 
vrednost vezave z divjim tipom pa ima protein W1A (46,5 %). Učinek prisotnosti ZnSO4 je 
pri tem pH še izrazitejši kot pri pH 6,5, kar je dobro razvidno z grafa. 
 
Pri pH 8,5 je delež vezave divjega tipa 14,0 %. Najbolj primerljive vrednosti deležev vezave 
z divjim tipom imata proteina W1F (12,5 %) in ΔWS (17,0 %). Slednji ima pri tem pH celo 
večjo aktivnost od divjega tipa. Učinek prisotnosti ZnSO4 je pri pH 8,5 najbolj izrazit, saj so 
razlike med deleži vezanega PC - PLC brez dodanih cinkovih ionov in deleži vezanega PC 
- PLC v prisotnosti cinkovih ionov največje v primerjavi z rezultati vezave pri ostalih pH. 
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Slika 25: Rezultati testa vezave PC - PLC na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od pH in prisotnosti ZnSO4. 
Oranžni stolpci predstavljajo vezavo v prisotnosti cinka (ZnSO4), modri pa vezavo brez cinka. Vezava na MLV 
je prikazana v % in predstavlja povprečja ocen vezave z denzitometrijo. Vsak stolpec prikazuje povprečje dveh 
meritev. Na grafu so označene standardne napake. A) Rezultati testa vezave pri pH 5,7. B) Rezultati testa 
vezave pri pH 6,5. C) Rezultati testa vezave pri pH 7,4. D) Rezultati testa vezave pri pH 8,5. 
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4.5.4 Encimski test 
Zanimala nas je encimska aktivnost PC - PLC v prisotnosti ZnSO4 in brez njega. Merili smo 
absorbanco (pri 630 nm) zmesi vzorca in reakcijskega reagenta, ki vsebuje molibdenov 
reagent ter barvilo malahit zeleno. Proteini z največjo encimsko aktivnostjo so divji tip, 
W1F, C168K (SK) in C168S (SS) (Slika 26). Encimska aktivnost posameznega proteina je 
večja v prisotnosti cinkovih ionov. 
 
 
Slika 26: Encimska aktivnost PC - PLC v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 (pH=6,5). Vsak stolpec prikazuje 
povprečje treh meritev. Na grafu so označene standardne napake. 
4.6 KRISTALIZACIJA PC - PLC 
Pri presejalnem testu z robotom smo po treh dneh opazili nastanek kristalov v različnih 
oblikah (iglice, ploščice, kubični kristali) v vsaj eni kristalizacijski raztopini pri vseh 
komercialnih kompletih razen pri AmSO4 Suite. Skupno smo testirali 672 kristalizacijskih 
pogojev, od teh smo opazili kristale pri 34 pogojih. Uspešnost kristalizacije je bila približno 
5 %. Najpogosteje so se pojavili pri kompletih PACT Suite in JCSG Core Suite I. Po več kot 
tednu dni pa so nastale tudi večje pravilnejše strukture, ki so obstale ali pa se oborile. Te 
pogoje, kjer smo opazili pojav kristalov, smo nato optimizirali. V preglednici 24 so prikazani 
optimizacijski pogoji, kjer so bili opaženi sferuliti, amorfne strukture in kristali različnih 
oblik. 
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Preglednica 24: Sestava kristalizacijskih raztopin za kristalizacijo PC - PLC (mutantni protein SS), kjer so bili 
opaženi kristali ali njim podobne oblike. Pogoji so razvrščeni kronološko 116.  
 
Pogoj Koncentracija proteina 
[mg/ml] 
Sestava kristalizacijske raztopine 
1 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M Bis-Tris, PEG 3350 
(1824 % w/v), pH=6,5 
2 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M Tris baza, PEG 3350 (24 
% w/v), pH=7,0 
3 8 in 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M Bis-Tris, PEG 3350 
(2428 % w/v), pH=6,5 
4 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M citratni pufer, PEG 3350 
(20 in 24 % w/v), pH=6,0 
5 16,5 PEG 3350 (2030 % w/v), 0,2 M AmSO4 
6 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M Bis-Tris, PEG 1500 
(2430 % w/v), pH=6,5 
7 16,5 0,2 mM natrijev acetat, 0,1 M Bis-Tris, PEG 1500 (20 
in 30 % w/v), pH=6,0 
8 16,5 0,1 M citratni pufer, 100 mM citratni pufer, PEG 1500 
(2030 % w/v), pH=5,5 
9 8 in 16,5 PEG 1500 (2030 % w/v), 0,2 M AmSO4 
10 8 in 16,5 0,1 M citratni pufer, 10 % izopropanol, PEG 8000 
(1624 % w/v), pH=5,5 
11 8 in 16,5 0,1 M citratni pufer, 20 % izopropanol, PEG 8000 
(1626 % w/v), pH=5,5 
12 8 in 16,5 0,1 M Bis-Tris, 10 % izopropanol, PEG 8000 (1826 % 
w/v), pH=6 
13 8 in 16,5 0,1 M Bis-Tris, 20 % izopropanol, PEG 8000 (1826 % 
w/v), pH=6,0 
14 8 in 16,5 0,1 M citratni pufer, 20 % izopropanol, PEG 8000 (20 
% w/v), dodatki komercialnega kompleta (A1H12), 
pH=5,5 
15 5 in 20 0,1 M citratni pufer, 20 % izopropanol, PEG 6000 
(1828 % w/v), dodatek komercialnega kompleta (G1), 
pH=5,6 in 5,7 
16 5, 15 in 20 0,1 M citratni pufer, 20 % izopropanol, PEG 6000 
(1828 % w/v), dodatek iz komercialnega kompleta 
(A10 in G1), pH=5,5 
17 5, 15 in 20 0,1 M citratni pufer, 20 % izopropanol, PEG 8000 
(1823 % w/v), 5 % glicerol, dodatek iz komercialnega 
kompleta (A10 in G1), pH=5,5 
 
 
Uporabili smo več dodatkov (A1H12) komercialnega kompleta Additive Screen in 
ugotovili, da je optimizacija kristalizacije najboljša z osmolitom G1 (30 % w/v trimetilamin 
N-oksid dihidrat). Na sliki 31 so prikazani različni načini odziva raztopine PC - PLC na 
različne kristalizacijske raztopine. Med optimizacijo kristalizacije smo opazili nastanek 
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različnih struktur (sferulitov, amorfnih struktur, podolgovatih tvorb, obročev iz amorfnih 
kristalov, igličastih kristalov iz oborine). 
 
    
 
 
Slika 27: Načini odziva raztopine PC - PLC na različne kristalizacijske raztopine. Slike: A  nastanek sferulitov 
(pogoj 9). B  amorfna struktura (pogoj 8); C – podolgovate tvorbe (pogoj 7); D  tvorba obroča iz amorfnih 
kristalov (pogoj 10); E  nastajanje igličastih kristalov iz oborine (pogoj 10); F  podolgovati kristali (pogoj 
11). Pogoji so opisani v preglednici 18. 
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5 RAZPRAVA 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na pripravo sedmih mutantnih PC  - PLC: 
mutantnega proteina ΔWS (delecija W1 in S2), W1A (substitucija W1A), W1E, W1F in 
W1K ter dveh dvojnih cisteinskih mutantnih proteinov C168K ali SK (C143S, C168K) in 
C168S ali SS (C143S, C168S). Za pripravo smo uporabili ekspresijski sistem IMPACTTM 
(NEB), s katerim smo pripravili fuzijski protein s PC - PLC in z inteinom. Izolirani PC - 
PLC je bil, razen spremenjenih ali odstranjenih ostankov, po zaporedju enak zrelemu PC - 
PLC iz L. monocytogenes.  
 
Pri pripravi genskih konstruktov smo poleg PCR »Hot start« (za W1A, W1E, W1F, W1K in 
ΔWS) za pomnoževanje fragmentov uporabili tudi PCR KAPA (za C168K in C168S). 
Reakcijska zmes za KAPA HiFi HotStart vsebuje višjo koncentracijo soli kot običajne zmesi 
za PCR, kar vpliva na topnost DNA. Da bi zagotovili popolno denaturacijo, ta poteka pri 98 
°C. Poleg tega višja koncentracija soli vpliva tudi na prileganje začetnih oligonukleotidov, 
zato je temperatura v fazi prileganja začetnih oligonukleotidov višja kot pri standardnem 
PCR (KAPA, 2016). 
 
PC - PLC ima v aktivnem mestu aminokislinske ostanke, ki koordinirajo najverjetneje tri 
cinkove ione, podobno kot pri PC - PLC iz B. cereus (Geoffroy in sod., 1991). Ti so nujni 
za encimsko aktivnost proteina. Predvidevajo, da sodelujejo pri vezavi substrata v aktivno 
mesto (Martin in sod., 1999). Ena od aminokislin, ki s svojo glavno verigo umešča en cinkov 
ion v aktivno mesto (Slika 8b), je triptofanski ostanek na prvem mestu N-konca proteina 
(W1). Na tem mestu smo naredili substitucije in tudi delecijo prvih dveh aminokislin. Da bi 
dokazali ključno vlogo ostanka W1 pri aktivnosti encima, bi morali pripraviti še mutantni 
protein brez W1 in ga biokemijsko in biofizikalno okarakterizirati ter primerjati z že 
pripravljenimi mutantnimi proteini, kar pa s sistemom, ki smo ga uporabili (IMPACTTM), ni 
bilo možno. Namreč, uspešnost cepitve tarčnega proteina s hitinskega nosilca z uporabo 
DTT je poleg vrste inteina in temperature inkubacije odvisna tudi od aminokislinskega 
ostanka na N-koncu. Izolacija mutantnega proteina z delecijo W1 bi bila neuspešna, saj bi 
se v tem primeru na N-koncu nahajal serin (S). Ta sodeč po protokolu za uporabo tega 
ekspresijskega sistema zmanjša uspešnost cepitve proteina z nosilca. V tem primeru je 
cepitev z DTT po 16-ih urah tako nizka, da je niso mogli niti določiti. Za serinom se na N-
koncu nahaja alanin (A), ki pa pri izolaciji ni predstavljal ovire, zato je bila izolacija proteina 
ΔWS uspešna. Za alaninom se na N-koncu nahaja asparaginska kislina (D), ki pa prav tako 
vpliva na uspešnost cepitve tarčnega proteina z nosilca. Uspešnost cepitve je v tem primeru 
manj kot 10 %, kar pomeni, da tudi mutantnega proteina z delecijo prvih treh 
aminokislinskih ostankov z N-konca (delecija W, S in A) verjetno ne bi mogli uspešno 
izolirati (Protein expression and analysis, 2019). 
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S substitucijo cisteinov v serinska ostanka (C168S) in serinski ter lizinski ostanek (C168K) 
smo poskusili zmanjšati pojav oligomerizacije PC - PLC, ki bi bil morda posledica tvorbe 
disulfidnih mostičkov med molekulami PC - PLC ter ga uporabiti pri kristalizacijskih 
eksperimentih. Kljub substitucijam cisteinov v serinske ostanke smo opazili nastanek 
oligomerov. Pri analizah teh dveh proteinov z SDS-PAGE elektroforezo smo zaznali pojav 
dimerov in trimerov. Pri C168S (SS) je bil pojav manjši kot pri C168K (SK). Mutantni 
protein SK smo poleg tega uporabili za primerjavo s PC - PLCBC, ki ima v svojem 
aminokislinskem zaporedju na poziciji 143 serin in 168 lizin (UniProtKB - P09598).  
 
Vse naštete mutirane oblike PC - PLC smo pridobili in izolirali po že optimiziranem in 
uveljavljenem protokolu, ki je bil predhodno vpeljan na odseku, kjer smo dobili dovolj 
visoke koncentracije proteinov za nadaljnjo biokemijsko in biofizikalno karakterizacijo. 
Vzorce, ki smo jih pridobili med izolacijo in čiščenjem s hitin afinitetno in gelsko 
kromatografijo, smo analizirali z SDS-PAGE in potrdili, da so proteini čisti. Opazili pa smo 
pojav dodatnih lis pri 50 in 75 kDa glede na proteinski standard, kar je bilo opaženo že pri 
predhodnih izolacijah divjega tipa. Lise pri 50 kDa so bile predhodno sekvencirane z N-
konca, s čimer je bilo potrjeno, da ima vzorec enako aminokislinsko zaporedje na N-koncu 
(WSADN) kot izolirani protein. Najverjetneje gre torej za dimere in trimere PC - PLC, ki pa 
zanimivo pri SDS-PAGE ne razpadejo.  
 
V tridimenzionalni strukturi PC - PLC, ki smo jo z orodjem SWISS-MODEL in programom 
PyMOL naredili na podlagi ortologa PC - PLC iz B. cereus (Hough in sod., 1989), 
prevladujejo α-vijačnice, kar se sklada tudi z našimi rezultati. Spektri CD vseh mutantnh 
proteinov so imeli tipično obliko spektrov za -vijačnice, z dvema minimuma, pri 208 nm 
in 222, nm in maksimumom pri 193 nm, kar torej nakazuje na prevlado α-vijačnic v strukturi. 
V primeru, da bi bil minimum izrazitejši pri 218 nm in maksimum pri 195 nm, bi to 
pomenilo, da imamo v proteinu večji delež β-struktur (Greenfield, 2006).  
 
Z merjenjem cirkularnega dikroizma smo preučili tudi temperaturno stabilnost proteinov. 
Meritve stabilnosti mutantnih proteinov smo primerjali z divjim tipom in ugotovili, da 
mutacije ne povzročajo bistvenih sprememb v termični stabilnosti PC - PLC. Opazili smo, 
da se proteini začnejo razvijati pri 6080 °C (razen W1K, W1F in ΔWS), pri 95 °C oz. 100 
°C pa se vsi popolnoma razvijejo. Denaturacija je ireverzibilna. Pri W1K, W1F in deloma 
ΔWS smo opazili nezvezno prehajanje krivulj od začetnih 20 °C do temperature po 
ohlajanju, kot je to pri ostalih oblikah PC - PLC. Morda je prišlo do manjših sprememb v 
sekundarni strukturi ali pa je bil signal merjenja slab. Hipotezo, da izbrane mutacije 
cisteinskih ostankov ne povzročajo sprememb v sekundarni strukturi in termični stabilnosti 
PC - PLC, lahko potrdimo. 
 
Testirali smo vezavo teh proteinov na multilamelarne vezikle iz POPC pri različnih pH v 
odvisnosti od prisotnosti cinkovih ionov. PC - PLC se veže na POPC, hkrati pa je ta tudi 
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njegov substrat. Iz tega eksperimenta težko naredimo zaključke o naravi vezave, npr. o 
stehiometriji in načinu vezave na vezikle, zato moramo biti previdni pri interpretaciji 
rezultatov. Namreč PC - PLC se lahko na vezikle veže tudi z drugimi deli proteina in tako 
aktivno mesto morda sploh ne sodeluje pri vezavi. Poleg tega lahko proteini agregirajo na 
površini membrane (Gorbenko in Trusova, 2011). Postavili smo hipotezo, da izbrane 
mutacije v genu za PC - PLC ne vplivajo na vezavo PC - PLC na lipidne membrane iz POPC 
in da je vezava močnejša v prisotnosti cinkovih ionov.  
 
Opazovali smo vpliv mutacij v aktivnem mestu PC - PLC na vezavo proteina na MLV. 
Opazili smo, da so se pojavile razlike v vezavi med mutantnimi proteini W1A, W1E, W1F, 
W1K in ΔWS. Največji delež vezave izmed vseh teh proteinov pri skoraj vseh pH je imel 
divji tip, sledili so W1A, W1F, ΔWS, W1K in W1E.  
 
W1A in F sta imela pri vseh pH primerljiv delež vezave. Odstopanje med deležema vezave 
teh dveh proteinov je bilo pri vseh pH minimalno. Zanimivo je bilo obnašanje proteina ΔWS 
pri različnih pH, ki je imel pri nižjih pH (5,7 in 6,5) manjši delež vezave kot W1A in W1F, 
pri višjih pH (7,5 in 8,5) pa višji delež. Najmanjši delež vezave pri vseh pH med temi proteini 
sta imela W1K in W1E. Opazovali smo korelacijo med vezavo pri pH=6,5 in encimsko 
aktivnostjo pri enakem pH. Mutantni proteini W1A, W1E, W1K in ΔWS so vsi encimsko 
neaktivni, njihova vezava je manjša od vezave divjega tipa. W1F ima encimsko aktivnost 
primerljivo z divjim tipom, vezava pa je prav tako manjša od vezave divjega tipa na vezikle. 
Opazimo, da je vezava na vezikle v splošnem manjša pri proteinih, ki imajo spremembe v 
aktivnem mestu. 
 
Prisotnost cinkovih ionov je pri vseh pH omogočila večji delež vezave proteinov (WT, W1A, 
W1E, W1F, W1K in ΔWS) na MLV. Učinek cinkovih ionov na vezavo PC - PLC je pri pH 
5,7 najmanjši, saj so pri tem pH razlike v vezavi posameznega proteina v prisotnosti cinkovih 
ionov ali brez njega minimalne. Pri višjih pH je vpliv prisotnosti cinka bistveno večji kot pri 
nižjih pH. Prisotnost cinkovih ionov lahko stabilizira PC - PLC in omogoči močnejšo vezavo 
(Hough in sod., 1989). Ta pojav si lahko razlagamo tudi kot posledico dejstva, da je optimum 
aktivnosti PC - PLC v območju pH od 5 do 6 (Huang in sod., 2016). Pri nižjih pH je aktivnost 
PC - PLC največja in vloga cinkovih ionov pri vezavi ni tako izrazita kot pri višjih pH. Tam 
je učinek cinkovih ionov bolj opazen, saj je aktivnost encima manjša. Možno je tudi, da je 
ta pojav posledica naboja proteina pri visokem pH. Pri visokih pH je ta negativen in lahko 
pomeni večjo vezavo cinkovih ionov, ki po vsej verjetnosti stabilizirajo strukturo proteina 
pri teh pH. 
 
Pri proteinih, kjer je bila vezava nižja glede na divji tip, se je afiniteta vezave na substrat 
znižala zaradi sprememb v aminokislinskem zaporedju v aktivnem mestu. Mutacije v 
aktivnem mestu PC - PLC ne privedejo nujno do znižane afinitete vezave na vezikle. 
Mutacija aminokislinskega ostanka Asp55 PC - PLCBC v E, N ali L ne privede do zmanjšanja 
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deleža vezave na vezikle. Ta aminokislinski ostanek najdemo v aktivnem mestu PC - PLCBC 
in je ohranjen pri PC - PLC pri L. monocytogenes zato je možno, da ima tudi tu podobno 
funkcijo. Mutacije tega ostanka pri PC - PLC bi torej lahko privedle do podobnih sprememb 
encimske aktivnosti oz. vezave PC - PLC na lipidne membrane (Goldfine in sod., 1993).  
 
Opazovali smo tudi vezavo cisteinskih mutantnih proteinov C168S in C168K na vezikle iz 
POPC. Oba sta imela manjši delež vezave na MLV v primerjavi z divjim tipom. C168K je 
imel pri pH 5,77,4 največji delež vezave med mutantnimi proteini. Po drugi strani pa je bil 
C168S mutantni protein, ki je imel nizek delež vezave pri vseh pH (primerljiv s K in E). 
Njuna vezava je zanimiva, saj ta dva mutantna proteina kažeta zmanjšano vezavo v 
primerjavi z divjim tipom, medtem ko je encimska aktivnost teh dveh proteinov visoka. 
Aktivnost mutatnega proteina SK brez dodanih cinkovih ionov je kar 140 % večja od 
aktivnosti divjega tipa, ob dodatku cinkovih ionov pa ta razlika naraste na 170 %. C168K je 
tako od vseh testiranih proteinov najbolj aktiven. Aktivnost C168S brez prisotnosti ZnSO4 
je 40 % manjša od aktivnosti divjega tipa, a vseeno večja od aktivnosti ostalih mutant (W1A, 
W1E, W1K, ΔWS). Ena od možnih razlag bi bila manjša stopnja agregacije teh dveh 
proteinov glede na divji tip. Lahko ju namreč koncentriramo do dosti višjih koncentracij 
preden pride do agregacije, kar je ugodno za kristalizacijske študije, kjer potrebujemo visoke 
koncentracije proteinov (>10 mg/ml). Zmanjšanje nespecifičnih interakcij med proteini na 
veziklih pri teh cisteinskih mutantnih proteinih bi lahko pojasnilo opaženo manjšo vezavo 
na membrane. Iz teh sedimentacijskih testov lahko zaključimo, da ne smemo in ne moremo 
potegniti enoznačnih sklepov na podlagi teh testov in da je treba biti previden pri njihovi 
interpretaciji. Hipotezo, da izbrane mutacije v genu za PC - PLC ne vplivajo na vezavo PC 
- PLC na lipidne membrane iz POPC, lahko ovržemo. 
 
Encimsko aktivnost PC - PLC smo določili z encimskim testom z malahit zelenim barvilom 
pri pH 6,5. MLV iz POPC je PC - PLC hidroliziral v prisotnosti cinkovih ionov ali brez njih, 
temu pa je sledila hidroliza fosholina z alkalno fosfatazo, v holin in ortofosfat. Absorbanco 
smo merili pri 630 nm. Metoda temelji na kvantifikaciji kompleksa med barvilom malahit 
zelenim, molibdatom in prostim ortofosfatom. Predpostavili smo, da izbrane mutacije v 
aktivnem mestu PC - PLC vplivajo na encimsko aktivnost (W1A, W1E, W1F, W1K in 
ΔWS). Po drugi strani pa da cisteinski mutantni proteini (C168S in C168K) nimajo 
sprememb v encimski aktivnosti glede na divji tip. S poskusom smo pokazali, da je PC - 
PLC aktivna v kislem pH, kar se sklada s podatki iz literature (Huang in sod., 2016). 
Encimska aktivnost vseh PC - PLC je bila večja v prisotnosti cinkovih ionov. 
 
Pri proteinih s spremembami v aktivnem mestu (W1A, W1E, W1F, W1 K in ΔWS) so se 
pojavile razlike v aktivnosti. Najbolj aktiven med njimi je bil protein W1F, možno da zaradi 
strukturne podobnosti med fenilalaninskim in triptofanskim ostankom, saj sta obe 
aminokislini aromatski. Fenilalaninski ostanek je očitno zmožen delno nadomestiti 
interakcije v aktivnem mestu, kjer je vključen triptofan, in tako omogočiti delno aktivnost 
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PC - PLC. Pri PC - PLCBC W1 koordinira cinkove ione prek karbonilne skupine, medtem ko 
je stranska hidrofobna indolna skupina obrnjena proti sredici proteina in ne sodeluje 
neposredno v koordinaciji cinkovega iona. Verjetno pa je pomembna pri orientiranju amino 
in karbonilne skupine proti cinkovim ionom, ki sodelujeta pri njegovi vezavi. Ostali 
mutantni proteini (W1A, W1E, W1K in ΔWS) so neaktivni. Drug divjemu tipu najbolj 
podoben mutantni protein je W1A, ki je majhna, nepolarna aminokislina. Ta bi zato lahko 
morda bolj sodeloval v interakcijah v aktivnem mestu kot mutantna proteina W1E in W1K, 
ki sta nabita in po zgradbi in aktivnosti najmanj primerljiva z divjim tipom. Hipotezo, da 
izbrane mutacije v bližini kodona prvega triptofana na N-koncu, ki je v aktivnem mestu, 
vplivajo na encimsko aktivnost PC - PLC, lahko potrdimo. 
 
Divji tip in cisteinska mutantna proteina C168S in C168K imajo primerljivo encimsko 
aktivnost, saj so si ti po zgradbi najbolj podobni med obravnavanimi proteini. Mutantna 
proteina C168S (C143S, C168S) in C168K (C143S, C168K) imata namreč v svoji zgradbi 
cisteinske ostanke zamenjane s serinom oz. lizinom in nimata dodatnih mutacij (delecij, 
substitucij) v aktivnem mestu. Hipotezo, da izbrane mutacije cisteinskih ostankov ne 
vplivajo na encimsko aktivnost PC - PLC, lahko potrdimo. Poleg tega lahko potrdimo tudi 
hipotezo, da prisotnost cinkovih ionov poveča encimsko aktivnost in vezavo vseh mutantnih 
proteinov PC - PLC na multilamelarne vezikle. 
 
Da bi bolje preučili stabilnost in delovanje preučevanih oblik PC - PLC, bi bilo dobro 
opraviti tudi teste na celičnih linijah. Podobno so naredili Zückert in sodelavci (Zückert in 
sod., 1998), ki so uspešno izolirali H69G in H118G, mutantna proteina PC - PLC z 
mutiranima aminokislinskima ostankoma v aktivnem mestu. H69 in H118 sta 
aminokislinska ostanka v aktivnem mestu PC - PLCBC, ki se vežeta na Zn1 in ga umeščata 
v aktivnem mestu na identičnih pozicijah kot pri PC - PLC L. monocytogenes (Geoffroy in 
sod., 1991). Izolirana proteina (iz bakterijske kulture) sta bila stabilna, a sta imela manjšo 
encimsko aktivnost do PC in SM od pričakovane. Pridobili so ju tudi v celičnih linijah, kjer 
pa sta bila nestabilna. Zaradi mutacij aminokislinskih ostankov, ki umeščajo cinkove ione v 
aktivno mesto, so proteini verjetno manj stabilni, nepravilno zviti ter bolj dovzetni za 
proteolitsko razgradnjo v celicah. To pomeni tudi, da je cink pomemben pri stabilnosti 
proteina (Marquis in sod., 1997). Zanimivo bi bilo preučiti tudi vplive mutant in PC - PLC 
divjega tipa na viabilnost celic ali na prepustnost celičnih membran. 
 
Encimska aktivnost PC - PLC in njena vezava na lipidne membrane iz POPC in tudi drugih 
lipidov sta med seboj tesno povezana pojma, zato je za preučevanje teh pojmov nujna 
uporaba čimveč različnih metod. Z magistrsko nalogo smo postavili izhodišče za nadaljnje 
delo pri iskanju mehanizma delovanja PC - PLC. Kot osnova za podrobnejšo analizo 
delovanja fosfolipaze PC - PLC je določitev njene tridimenzionalne strukture, ki pa do zdaj 
še ni bila določena.  
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Namen našega dela je bil med drugim tudi poiskati prave kristalizacijske pogoje za PC - 
PLC. Za kristalizacijo smo pripravili mutantni protein SS, kjer smo s substitucijo cisteinov 
v serinska ostanka poskusili zmanjšati pojav oligomerizacije. Z očiščenim mutantnim 
proteinom SS smo uspeli optimizirati pogoje kristalizacije in pridobiti kristale PC - PLC. Ti 
rezultati služijo kot osnova za nadaljnjo optimizacijo pogojev pri pridobivanju kristalne 
strukture PC - PLC. Postopek je v teku in je izven obsega te magistrske naloge. 
 
Poznavanje strukture PC - PLC in njenih mutant bi nam dalo vpogled v funkcionalne razlike 
med divjim tipom in mutantnimi variantami in med homologi znanimi PC - PLC iz bakterij 
B. cereus in C. perfringens. Poleg samega delovanja PC - PLC pa bi bilo zanimivo preučiti 
tudi potencialno sinergijo z najpomembnejšim virulentnim dejavnikom L. monocytogenes, 
listeriolizinom O.  
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6 SKLEPI 
 
 Izbrane mutacije ne povzročajo sprememb v sekundarni strukturi PC - PLC, saj 
spektri CD kažejo na identično sekundarno strukturo vseh mutantnih proteinov in 
divjega tipa. 
 
 Mutacije ne povzročajo bistvenih sprememb v termični stabilnosti PC - PLC. 
 
 Mutacije v aktivnem mestu privedejo v splošnem do manjše vezave PC - PLC na 
lipidne membrane iz POPC glede na divji tip. 
 
 Cisteinska mutantna proteina kažeta zmanjšano vezavo v primerjavi z divjim tipom. 
 
 Izbrane mutacije v aktivnem mestu večinoma povzročijo zmanjšanje aktivnosti glede 
na divji tip, pri cisteinskih mutantih proteinih pa ni izrazitega zmanjšanja aktivnosti.  
 
 Prisotnost cinkovih ionov poveča encimsko aktivnost do največ 3 × in vezavo PC - 
PLC na MLV. 
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7 POVZETEK 
Listeria monocytogenes je splošno razširjena potencialno patogena bakterija. Okužba s to 
bakterijo lahko povzroči izbruh smrtno nevarne listerioze, ki lahko vključuje hudo sistemsko 
obolenje z visoko smrtnostjo. Glavni virulentni dejavniki, ki so ključni za patogenezo te 
bakterije, so porotvorni listeriolizin O (LLO), fosfatidilinozitol specifična fosfolipaza (PI - 
PLC) in fosfolipaza široke specifičnosti (PC - PLC). Bakterija je sposobna pobegniti iz 
primarne vakuole ali fagosoma v citosol, se tam razmnoževati in širiti v sosednje celice 
(nastanek sekundarne vakuole).  
 
Za delovanje fosfolipaze PC - PLC so ključni cinkovi atomi v njenem aktivnem mestu. Njen 
optimum delovanja je v kislem pH (56), najvišjo afiniteto pa ima do PC. Namen magistrske 
naloge je bil izolirati mutantne proteine PC - PLC ter preučiti vpliv mutacij na njeno zgradbo, 
encimsko aktivnost in vezavo na lipidne membrane v odvisnosti od prisotnosti cinkovih 
ionov. 
 
Sedem mutantnih proteinov (A, E, F, K, ΔWS v aktivnem mestu in dva cisteinska mutantna 
proteina C168S in C168K) smo uspešno pridobili v bakterijskem ekspresijskem sistemu 
(Escherichia coli). Izolirali smo jih s hitin-afinitetno in gelsko kromatografijo. Z merjenjem 
spektra CD smo pokazali, da v sekundarni zgradbi mutantnih proteinov prevladujejo α-
vijačnice in da uvedene mutacije ne povzročajo bistvenih sprememb v termični stabilnosti 
PC - PLC. Preizkusili smo vezavo mutantnih proteinov na multilamelarne vezikle iz POPC 
in pokazali, da izbrane mutacije v večini zmanjšajo vezavo PC - PLC na lipidne membrane. 
Primerjali smo tudi encimsko aktivnost mutantnih proteinov pri pH 6,5, kar predstavlja 
območje največje aktivnosti proteina, in pokazali, da izbrane mutacije vplivajo na encimsko 
aktivnost PC - PLC. Poleg tega smo pri obeh testih ugotavljali vpliv prisotnosti cinkovih 
ionov ter ugotovili, da prisotnost cinkovih ionov poveča vezavo PC - PLC na lipidne 
membrane in encimsko aktivnost do največ 3 ×.  
 
Mutantni proteini s spremembami v aktivnem mestu (W1A, W1E, W1K in ΔWS) so 
encimsko neaktivni, njihova vezava pa je v splošnem manjša od vezave divjega tipa. Proteina 
W1A in ΔWS imata visoko vezavo v primerjavi z W1E in W1K. Po drugi strani pa je protein 
W1F po encimski aktivnosti primerljiv z divjim tipom, njegova vezava pa je prav tako 
visoka. Cisteinska mutantna proteina kažeta zmanjšano vezavo v primerjavi z divjim tipom, 
medtem ko je encimska aktivnost teh dveh proteinov visoka.  
 
Z očiščenim mutantnim proteinom C168S smo uspeli optimizirati pogoje kristalizacije in 
pridobiti kristale PC - PLC. Z magistrsko nalogo smo postavili temelj za nadaljnje raziskave 
delovanja PC - PLC, ki je seveda kompleksno, kar pomeni, da so v prihodnosti potrebne še 
širše študije zgradbe in delovanja. 
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PRILOGA A 
Čistost izoliranih proteinov 
 
 
Priloga A1: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina W1A izoliranih pri hitinski kromatografiji. Gel je 
pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1 – vzorec bakterijske kulture pred indukcijo, 2  vzorec 
bakterijske kulture po indukciji, 3  vzorec peleta lizata po centrifugiranju, 4  vzorec filtrata po 
koncentriranju, 5  proteinski standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami 
proteinov v standardu, 612 so vzorci oz. frakcije hitin-afinitetne kromatografije. Lise z velikostjo 27 kDa 
ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa 
trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
 
 
Priloga A2: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina W1E izoliranih pri hitinski kromatografiji. Gel je 
pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1  vzorec bakterijske kulture pred indukcijo, 2  vzorec 
bakterijske kulture po indukciji, 3  vzorec peleta lizata po centrifugiranju, 4  vzorec filtrata po 
koncentriranju, 5  proteinski standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami 
proteinov v standardu, 612 so vzorci oz. frakcije hitin-afinitetne kromatografije. Lise z velikostjo 27 kDa 
ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa 
trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
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Priloga A3: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina W1F izoliranih pri hitinski kromatografiji. Gel je 
pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1  vzorec bakterijske kulture pred indukcijo, 2  vzorec 
bakterijske kulture po indukciji, 3  vzorec peleta lizata po centrifugiranju, 4  vzorec filtrata po 
koncentriranju, 5  proteinski standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami 
proteinov v standardu, 612 so vzorci oz. frakcije hitin-afinitetne kromatografije. Lise z velikostjo 27 kDa 
ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa 
trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
 
 
Priloga A4: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina W1K izoliranih pri hitinski kromatografiji. Gel je 
pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1  vzorec bakterijske kulture pred indukcijo, 2  vzorec 
bakterijske kulture po indukciji, 3  vzorec peleta lizata po centrifugiranju, 4  vzorec filtrata po 
koncentriranju, 5  proteinski standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami 
proteinov v standardu, 612 so vzorci oz. frakcije hitin-afinitetne kromatografije. Lise z velikostjo 27 kDa 
ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa 
trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
 
Kujović A. Vpliv mutacij na zgradbo in aktivnost fosfolipaze PC - PLC iz bakterije Listeria monocytogenes.   
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  
 
 
 
Priloga A5: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina ΔWS izoliranih pri gelski izključitveni kromatografiji. 
Gel je pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 1  vzorec bakterijske kulture pred indukcijo, 2  vzorec 
peleta lizata po centrifugiranju, 3 in 4  zaporedni frakciji hitin-afinitetne kromatografije, 5  proteinski 
standard Novex Sharp Unstained z označenimi molekulskimi masami proteinov v standardu, 612 so 
zaporedne frakcije gelske izključitvene kromatografije. Lise z velikostjo 27 kDa ustrezajo velikosti PC - 
PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa trimeru PC - PLC. M  
monomer, D  dimer, T  trimer. 
 
 
Priloga A6: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina C168S oz. SS (C143S, C168S) izoliranih pri gelski 
izključitveni kromatografiji. Gel je pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 13 in 512 so zaporedne 
frakcije gelske izključitvene kromatografije. V 4. jamici je proteinski standard Novex Sharp Unstained z 
označenimi molekulskimi masami proteinov v standardu. Lise z velikostjo 27 kDa ustrezajo velikosti PC - 
PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC in pri ~75 kDa trimeru PC - PLC. M  
monomer, D  dimer, T  trimer. 
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Priloga A7: SDS-PAGE frakcij mutantnega proteina C168K oz. SK (C143S, C168K) izoliranih pri gelski 
izključitveni kromatografiji. Gel je pobarvan z barvilom SimplyBlue Safe Stain. 13 in 511 so zaporedne 
frakcije gelske izključitvene kromatografije. V 4. jamici je proteinski standard Novex Sharp Unstained z 
označenimi molekulskimi masami proteinov v standardu. 12  vzorec filtrata po koncentriranju. Lise z 
velikostjo 27 kDa ustrezajo velikosti PC - PLC. Domnevamo, da tiste pri 56 kDa ustrezajo dimeru PC - PLC 
in pri ~75 kDa trimeru PC - PLC. M  monomer, D  dimer, T  trimer. 
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PRILOGA B 
 
Spektri CD divjega tipa in mutantnih proteinov 
 
 
Priloga B1: Spekter CD PC - PLC divjega tipa (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv prikazujejo 
povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B2: Spekter CD mutantnega proteina W1A (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv 
prikazujejo povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B3: Spekter CD mutantnega proteina E (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv prikazujejo 
povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B3: Spekter CD mutantnega proteina F (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv prikazujejo 
povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B4: Spekter CD mutantnega proteina K (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv prikazujejo 
povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B5: Spekter CD mutantnega proteina ΔWS (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv 
prikazujejo povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B6: Spekter CD mutantnega proteina C168S (SS) (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv 
prikazujejo povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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Priloga B7: Spekter CD mutantnega proteina C168K (SK) (20 °C, 0,2 mg/ml, pH = 7,4). Črte različnih barv 
prikazujejo povprečje petih meritev cirkularnega dikroizma pri različnih temperaturah. 
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PRILOGA C 
 
Rezultati testa vezave na multilamelarne vezikle iz POPC 
 
 
Priloga C1: Vezava PC - PLC divjega tipa PC - PLC na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 
(pH=5,7; 6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od 
dveh) z denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC 
- PLC v % v sedimentu. 
 
 
Priloga C2: Vezava mutantnega proteina A na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 (pH=5,7; 
6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od dveh) z 
denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC - PLC v 
% v sedimentu. 
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Priloga C3: Vezava mutantnega proteina E na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 (pH=5,7; 
6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od dveh) z 
denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC - PLC v 
% v sedimentu. 
 
 
 
Priloga C4: Vezava mutantnega proteina F na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 (pH=5,7; 
6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od dveh) z 
denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC - PLC v 
% v sedimentu. 
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Priloga C5: Vezava mutantnega proteina K na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 (pH=5,7; 
6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od dveh) z 
denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC - PLC v 
% v sedimentu. 
 
 
 
Priloga C6: Vezava mutantnega proteina ΔWS na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti ZnSO4 
(pH=5,7; 6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave (od 
dveh) z denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež PC 
- PLC v % v sedimentu. 
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Priloga C7: Vezava mutantnega proteina C168S (SS) na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti 
ZnSO4 (pH=5,7; 6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave 
(od dveh) z denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež 
PC - PLC v % v sedimentu. 
 
 
 
Priloga C8: Vezava mutantnega proteina C168K (SK) na MLV (100 % POPC) v odvisnosti od prisotnosti 
ZnSO4 (pH=5,7; 6,5; 7,4; 8,5). Vezava na MLV je prikazana v % in predstavlja eno meritev oz. oceno vezave 
(od dveh) z denzitometrijo. P – ocenjen delež PC - PLC v peletu v % (vezava na vezikle) in S – ocenjen delež 
PC - PLC v % v sedimentu. 
 
 
